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Suite à la rencontre d’un antigène (Ag) présenté à la surface des cellules 
présentatrice de l’Ag (CPA), les lymphocytes T naïfs, ayant un récepteur des cellules T 
(RCT) spécifique de l’Ag, vont proliférer et se différencier en LT effecteurs (1). Suite à 
l’élimination de l’Ag la majorité des LTe vont mourir par apoptose alors que les restants 
vont se différencier en LT mémoire (LTm) protégeant l’organisme à long terme. Les 
mécanismes qui permettent la différenciation des LTe en LTm sont encore inconnus.  
Pour comprendre comment les LTm CD8+ sont générés à partir des LTe, nous 
avons émis l’hypothèse que la densité de l’Ag présenté par les CPA peut avoir un impact 
sur la sélection des LT CD8+ répondant l’Ag à se différencier en LTm. De manière 
intéressante, nos résultats montrent qu’une immunisation avec des cellules dendritiques 
(DCs) exprimant un haut niveau de complexe CMH/peptide à sa surface permet le 
développement de LTm. À l’inverse, le développement des LTm est fortement réduit 
(10-20X) lorsque les souris sont immunisées avec des DCs exprimant un niveau faible 
de complexes CMH/peptide à leur surface. De plus, la quantité d’Ag n’a aucune 
influence ni sur l’expansion des LT CD8+ ni sur l’acquisition de leurs fonctions 
effectrices, mais affecte de manière critique la génération des LTm. Nos résultats 
suggèrent que le nombre de RCT engagé lors de la reconnaissance de l’Ag est important 
pour la formation des LTm. Pour cela nous avons observé par vidéo-microscopie le 
temps d’interaction entre des LTn et des DCs. Nos résultats montrent que le temps et la 
qualité de l’interaction sont dépendants de la densité d’Ag présenté par les DCs. 
Effectivement, nous observons une diminution dans le pourcentage de LT faisant une 
interaction prolongée avec les DCs quand le niveau d’Ag est faible. De plus, nous 
observons des variations de l’expression des facteurs de transcription clefs impliqués 
dans la différenciation des LTm tels qu’Eomes, Bcl-6 et Blimp-1. Par ailleurs, la densité 
d’Ag fait varier l’expression du Neuron-derived orphan nuclear receptor 1 (Nor-1). 
Nor-1 est impliqué dans la conversion de Bcl-2 en molécule pro-apoptotique et 
contribue à la mort par apoptose des LTe pendant la phase de contraction. Notre modèle 
propose que la densité de l’épitope contrôle la génération des CD8+ LTm. Une meilleure 
compréhension des mécanismes impliqués dans la génération des LTm permettra le 
développement de meilleures stratégies pour la génération de vaccin. 
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Dans un second temps, nous avons évalué le rôle du signal RCT dans 
l’homéostasie des LTm. Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle de souris 
transgénique pour le RCT dont son expression peut être modulée par un traitement à la 
tétracycline. Ce système nous a permis d’abolir l’expression du RCT à la surface des 
LTm. De manière intéressante, en absence de RCT exprimé, les LTm CD8+ peuvent 
survivre à long terme dans l’organisme et rester fonctionnels. De plus, une sous 
population des LTm CD4+ a la capacité de survivre sans RCT exprimé dans un hôte 
lymphopénique alors que l’autre sous population nécessite l’expression du RCT.  
 
Mots clefs : Lymphocyte T, récepteur spécifique des cellules T, mémoire 




Following antigen (Ag) encounter presented at surface of antigen presenting cell 
(APC), naïve T lymphocytes, which express a T cell receptor (TCR) specific for Ag, 
undergo massive proliferation and differentiate into effector T cells (1). After 
elimination of the pathogen, most effector T cells die, while the remaining differenciates 
into memory T cells (LTm) which are responsible for long-term protection of the 
organism. The mechanism that promotes the differentiation of effectors T cells into 
memory T cells is still largely unknown. 
To understand how Tm cells are generated from effectors, we hypothesized that 
the density of antigen on the APC could have an impact on the selection of CD8+ T cell 
responders differentiating into memory. Very interestingly, our results show that 
immunization of mice with dendritic cells (DCs) expressing high levels of peptide-MHC 
complexes on their surface allow a strong development of LTm. In contrast, the 
development of memory T cells was strongly reduced (10-20X) when mice were 
immunized with DCs expressing two-fold less level of peptide-MHC complexes. In 
agreement with the results described above, the amount of Ag does not have any 
influence on T cell expansion and acquisition of effector functions, but critically affects 
memory T cell generation. Our data suggest that the numbers of TCR engaged in 
MHC/peptide recognition are important for the formation of memory T cells. To do that, 
we evaluated by time-lapse videomicroscopy the time of interaction between LTn and 
DCs. Effectively, we observed a significant reduction in the percentage of cells making 
prolonged interaction with DCs when the level of Ag is decreased. Moreover, we 
observed a modification in the expression of key transcription factors involved in the 
differentiation of Tm cells, such as Eomes, Bcl6 and Blimp-1. Further analysis reveals 
that the Ag density influences the expression of Neuron-derived orphan nuclear receptor 
1 (Nor1). Nor-1 is involved in the conversion of Bcl-2 into a pro-apoptotic molecule and 
contributes to effector death by apoptosis during contraction phase. Our model proposes 
that density of Ag controls the generation of LTm. A better understanding of the role of 
TCR signals in the generation of LTm will help to develop better vaccination strategies. 
Second time, we have evaluated the role of TCR signals in Tm cell homeostasis. 
To do that, we have used a tetracycline-inducible expression system of the TCR in mice. 
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This system allows us to abolish TCR expression on Tm cells. Interestingly, we show 
that the ablation of TCR expression did not influence the survival and functionnality of 
Ag-specific CD8+ LTm cells. Furthermore, our results show that a subset of CD4 Tm 
cells can survive in the absence of TCR expression in nonlymphopenic hosts while 
another subset requires the TCR expression to survive. 
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 GENERALITE ET ACTEURS DU SYSTEME 
IMMUNITAIRE 
Les bactéries, les virus, les parasites ainsi que les cellules néoplasiques 
représentent des dangers pour les organismes. C’est pour lutter contre ces corps 
étrangers que le système immunitaire s’est développé au cours de l’évolution. Ce 
système est divisé en deux: le système immunitaire inné ou adaptatif. 
Le système immunitaire inné ou naturel est présent dès la naissance et représente 
la première ligne de défense de l’organisme. Il permet une réaction rapide, non 
spécifique et sans mémoire. Ce système immunitaire inné se divise en deux catégories : 
cellulaire ou humorale. La réponse cellulaire innée est mise en place immédiatement dès 
la reconnaissance de motifs moléculaires présents à la surface des pathogènes, appelés 
PAMP (pathogen-associated molecular pattern) par les PRRs (pattern recognition 
receptor). Les PRRs représentent des récepteurs exprimés à la surface de plusieurs types 
cellulaires (les cellules dendritiques (DCs: dendritic cells) ou les macrophages), les plus 
connus sont les TLR (toll like receptor). La réponse humorale innée fait intervenir des 
facteurs solubles tels que les anticorps naturels, le complètement et les facteurs dérivés 
de réactions inflammatoires comme la prostaglandine. 
Le système immunitaire adaptatif également appelé immunité acquise représente 
la capacité à un organisme à répondre à des antigènes étrangers par une réponse 
immunitaire spécifique. Cette immunité se caractérise par la mise en place d’anticorps 
spécifiques, et de lymphocytes effecteurs et mémoires qui sont capables de réagir 
seulement contre les antigènes qui ont induit leurs productions. L’immunité spécifique 
n’est pas immédiatement efficace après le contact avec un antigène, plusieurs jours de 
latence sont nécessaires, correspondant à la prolifération et différenciation de clones 
cellulaires spécifiques et à la production d’anticorps. Ce système immunitaire adaptatif 
se divise en deux catégories : la réponse humorale ou la réponse cellulaire.  
La réponse humorale adaptative correspond à la production d’anticorps 
(Immunoglobuline A (IgA), IgE, IgG, IgM) par les lymphocytes B (LB) devenus 
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plasmocytes. La réponse adaptative cellulaire se caractérise par une reconnaissance soit 
de la forme native du pathogène par les LB via leur récepteur BCR (B cell receptor), soit 
d’un fragment antigénique associé au CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) 
disposé à la surface des CPAs (cellules présentatrice de l’antigène) reconnu par les 
lymphocytes T (LT) via leur RCT (Récepteur des cellules T). Les LT se divisent en deux 
catégories selon la structure du RCT exprimé à leur surface : RCTαβ qui représente 95% 
des LT et les RCTγδ qui eux représentent seulement 5% des LT. 
I. Les cellules présentatrices d’antigène 
Les cellules présentatrices de l’antigène (CPA) se caractérisent par leur capacité 
à présenter des éléments étrangers aux cellules du système immunitaire. Les CPAs les 
plus connues sont les macrophages, les LB, les cellules de Langerhans et les DCs. Ces 
cellules sont primordiales pour démarrer la réponse immunitaire adaptative. En effet, les 
CPAs se caractérisent par leur capacité à phagocyter par multiples mécanismes le corps 
étranger, à le segmenter en fragments antigéniques (dit antigènes) et à présenter chacun 
des antigènes à leur surface via une molécule de CMH spécifique. Les DCs sont 
considérées comme des CPAs professionnelles dues à leur importante capacité de 
phagocyter et à la présence de dendrites qui offrent une plus grande capacité de 
présentation d’antigène résultant ainsi à l’activation des LT. Les CPA expriment les 
molécules de classe I (CMH I) et de classe 2 (CMH II) ce qui leur permet de présenter 
des antigènes intracellulaires et extracellulaires.  
A. Structure des molécules du CMH 
Le CMH I se retrouve à la surface de toutes les cellules nucléées de notre 
organisme. Il est composé d’une chaîne α (ayant 3 domaines) et d’une chaîne β plus 
petite (1 seul domaine) appelée β2-microglobuline. Ce CMH a la capacité de présenter 
des peptides immunogènes de 9 acides aminés provenant d’antigènes endogènes au 
niveau de sa poche antigénique. La présentation d’un complexe CMH I/peptide 
antigénique permettra d’activer les LT CD8+ spécifiques de cet antigène (Figure 1) 
Le CMH II a la capacité de présenter les peptides immunogènes d’antigènes 
exogènes ayant une longueur de 12 à 20 acides aminés au niveau de sa poche 
antigénique. Il est composé d’une chaîne α et β. Chacune de ces chaînes est composée 
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de deux domaines. La présentation d’un complexe CMH II/peptide antigénique permet 
d’activer les LT CD4+ spécifiques à cet antigène (Figure 1). 
 
Figure 1: Schématisation des molécules du CMH. 
À gauche représentation de la molécule du CMH de classe II et à droite de la molécule du CMH 
de classe I 
B. Mécanisme de présentation des antigènes par les CMH 
Comme décris ci-dessus, les antigènes endogènes sont présentés par le CMH de 
classe I. En effet, la protéine synthétisée dans la cellule est marquée par l’ubiquitine, ce 
qui l’oriente vers le protéasome pour y être fragmentée en peptide immunogène 
contenant 8 à 9 acides aminés. Ces peptides sont par la suite transportés vers dans le 
réticulum endoplasmique (RE) via les molécules transporteuses TAP1 et 2 (T cell 
activating protein 1/2). Au niveau du RE, le CMH classe 1 est assemblé à l’aide de 
molécules chaperonne : calcinerin, calreticulum et ERP57. Le complexe CMH I, 
calreticulum et ERP75 s’associent à TAP pour faciliter l’ancrage du peptide antigénique 
au niveau du CMH de classe I. La fixation du peptide entraîne la dissociation du 
complexe CMH I/ peptide antigénique de TAP pour être transloqué vers la membrane 
plasmique (2) (Figure 2). 
Le CMH de classe II s’assemble dans le RE, il est entouré d’une protéine appelée 
la chaîne invariable (Ii). Cette chaîne protège la poche antigénique de la molécule CMH 
de classe II par la fixation un peptide inopportun appelé CLIP, ceci afin d’éviter la 
présentation d’un antigène du soi. Le complexe CMH/Ii/CLIP, à travers le réseau 
golgien, se dirige vers la membrane. La vésicule golgienne va fusionner avec la vésicule 
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endosomale possédant des fragments de peptides immunogènes provenant de 
l’endocytose d’un antigène exogène. L’acidité de l’endosome va détruire la chaîne Ii 
alors que la dégradation du peptide CLIP nécessite l’activation de la molécule de classe 
II non classique, HLA-DM qui se fera au niveau de l’endosome tardif. Une fois le 
peptide CLIP éliminé, le peptide antigénique peut prendre place dans la poche antigène 
du CMH de classe II. Ainsi, le complexe CMH II/peptide antigénique est alors 
transporté vers la membrane plasmique (3) (Figure 2).  
 
Figure 2: La présentation antigénique 
Illustration des mécanismes de présentation des antigènes par la molécule de CMH de classe I 
(à gauche) et du CMH de classe I (à droite)I. 
II. Les lymphocytes T 
Les lymphocytes T sortant du thymus sont des LT naïfs (LTn) car ces cellules 
n’ont jamais encore rencontré l’antigène pour lequel leur RCT est spécifique. Leur 
activation est dépendante de cette rencontre qui leur permet de proliférer et de se 
différencier en LT effecteur (1). Il existe deux types de LT qui sont décrits ci-dessus : les 
LT CD4+ (dit LT « helper ») et les LT CD8+ (dit LT cytotoxiques). 
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A. Les cellules T CD4+  
Les cellules T CD4+, dites cellules T « helper » (Th), reconnaissent les antigènes 
présentés dans un contexte de CMH de classe II. Les CD4+ se divisent en plusieurs sous 
groupes : les Th1, Th2, et plus récemment identifié les Th17, les Treg et les Th 
folliculaires (Tfh). La différenciation de ces sous unités de cellules CD4+ est régulée par 
des cytokines et par la force du signal RCT entrainant l'activation de facteurs de 
transcription spécifique pour donner suite à la reconnaissance du complexe 
CMH/peptide (4) (Figure 3). 
 
Figure 3: Différenciation et migration des LT CD4+: 
Suite à la reconnaissance de l’antigène, les LTn CD4+ se différencient en Th1, Th2, Tfh, Th17 ou 
Treg. Ce programme de différenciation est contrôlé par des cytokines : IL2 et IFN-γ permet la 
différenciation en Th1, IL-4 favorise la formation des Th2, TGF-β et IL-6 génèrent des Th17, le 
TGF-β et IL-2 sont nécessaire pour former des Treg, et IL-21 favorise la génération des Tfh. 
L’expression de facteurs de transcriptions orchestre le programme de différenciation des sous 
unités Th : T-bet pour Th1, GATA3 pour Th2, RORγT pour Th17, Foxp3 pour Treg et Bcl-6 pour 
Thf. Adapté de l’article (5). 
1. Les Th1/Th2 
La différenciation des LT CD4+ vers la population Th1 est induite par la 
combinaison des cytokines IL-12 et l’IFN-γ (interferon-γ). IL-12 est produit par les 
cellules du système immunitaire inné. Suite à son interaction avec son récepteur (IL-
12R), le facteur de transcription STAT4 va s’activer et se transloquer dans le noyau pour 
induire la transcription de l’IFN-γ. L’IFN-γ via son récepteur active STAT1 qui va 
permettre à son tour l’activation du facteur de transcription clef des Th1 : T-bet (T-box 
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transcription factor) (6). Les Th1 ont la capacité de produire de cytokines pro-
inflammatoires (IL-2, INF-γ et le TNF-α (Tumor necrosis factor-α)) afin de lutter contre 
les pathogènes intracellulaires (7) (Figure 3).  
Les Th2 sont nécessaires pour aider la réponse humorale à combattre les 
pathogènes extracellulaires parasitaires via la sécrétion des cytokines IL-4, IL-5 et IL-
13. La différenciation des cellules CD4+ en Th2 se fait par l’activation de la voie de 
signalisation du récepteur à IL-4. Ce signal permet d'activer le facteur de transcription 
STAT6 qui va mener à l’expression du facteur de transcription clef pour la 
différenciation Th2 : GATA3 (GATA binding protein 3) (8, 9) (Figure 3). 
En tant que cellules « helpers », les Th1 et Th2 aident les LB en agissant sur la 
commutation de classe des Igs. En effet, les Th1, par le biais de l’IFN-γ, dirigent la 
production d’IgG2a alors que les lymphocytes Th2 permettent l’augmentation de la 
synthèse d’IgE et d’IgG1. Les Th interviennent aussi au niveau de la fonctionnalité de la 
mémoire CD8+ immunologique, caractéristique qui sera plus élaborée dans le manuscrit. 
2. Les Th17 
Les Th17 produisent les cytokines l’IL-17A, IL-17F, IL-21 et de l’IL-22. Ils ont 
un rôle dans l’élimination des bactéries extracellulaires, des champignons, mais aussi 
dans la lutte contre les maladies chroniques inflammatoires et auto-immunes (10). La 
différenciation en Th17 nécessite une combinaison de TGF-β (Tumor growth factor-β) 
avec des cytokines pros inflammatoires telles qu’IL-6, IL-21 et IL-23 afin de permettre 
le recrutement du facteur de transcription clef des Th17 : RORγt (Retinoid related 
orphean receptor γt) (11) (Figure 3). 
3. Les Th folliculaires (Tfh) 
Les cellules CD4+ en présence de la cytokine IL-21 se différencient en Tfh  (12, 
13). Les Tfh sont impliqués dans la régulation de la réponse effectrice et mémoire des 
cellules B (14-16). Il a dernièrement été démontré que le facteur de transcription clef des 
Thf est Bcl-6 (17) (Figure 3). 
4. Les LT régulateurs (Treg) 
Les Treg interviennent via différents mécanismes dans le maintien de 
l’homéostasie, de la tolérance périphérique et préviennent les maladies auto-immunes 
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(18, 19). Ces cellules se caractérisent par l’expression du facteur de transcription Foxp3 
(forkhead transcription factor 3) (20-22). Les Treg se divisent en deux sous-groupes : 
les nTreg (natural T reg) provenant directement du thymus et de phénotype CD4+CD25+ 
et les iTreg (adaptative Treg) qui se trouvent en périphérie et sont générés via une 
stimulation du RCT combinée avec des cytokines TGF-β et IL-12 (23, 24) (Figure 3). 
B. Les cellules T CD8+ 
Les cellules CD8+ reconnaissent les antigènes présents à la surface des CPAs via 
le CMH de classe I. Ces lymphocytes ont un rôle essentiel dans la protection de 
l’organisme contre les virus, les bactéries intracellulaires et les tumeurs. La 
caractéristique de ces cellules est de se différencier en cellule cytotoxique (CTL : 
Cytotoxic T lymphocyte). Le mécanisme cytotoxique de référence est la voie de la 
perforine/granzyme. En effet, suite à la reconnaissance du complexe CMH/peptide par le 
RCT, les CTL polarisent la machinerie lytique vers le contact CTL/cellule cible (25). 
Les CTL peuvent aussi utiliser la voie des membres de TNF (Tumor necrosis factor) 
comme Fas/FasL (Fas ligand) ou TNF/TNFR (TNF receptor) pour éliminer une cellule 
infectée. L’élaboration des mécanismes cytotoxiques est décrite plus loin dans le 
manuscrit. Durant mon doctorat, les LT principalement étudiés sont les LT CD8+ 
spécifique d’un antigène provenant de la protéine ovabulmine. 
III. La réponse immunitaire adaptative des LT CD8+ 
Les LTn CD8+ parcourent l’organisme à la recherche d’un antigène présenté à la 
surface des CPA via le CMH. Lorsque le récepteur des LTn CD8+ reconnaît 
spécifiquement un complexe CMH/peptide, les LTn prolifèrent et se différencient en 
LTe. Le rôle des LTe est d’éliminer l’agent infectieux de l’organisme. Pour donner suite 
à cette élimination, 90 à 95% des LTe vont mourir par apoptose enfin de rétablir 
l’homéostasie des LT, et les 5 à 10% des LTe qui survivent à cette phase de contraction 
vont se différencier en LT mémoires (LTm) (26). La fonction des LTm est de permettre 
une protection contre le pathogène rencontré tout au long de la vie d’un organisme. Les 
LTm se caractérisent par des propriétés qui leur sont propres et surtout qui les rendent 
plus efficaces que les LTn, d’où leur importance dans l’organisme. La réponse 
immunitaire adaptative se divise donc en 3 phases : (i) la phase d'expansion avec la 
formation des LTe suite à la reconnaissance antigénique, (ii) la phase de contraction qui 
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permet le rétablissement de l'homéostasie des LT et (iii) la phase-mémoire qui se 
caractérise par la présence et le maintien des LTm (Figure 4). Chacune de ces phases 
sera élaborée dans l’introduction de ce manuscrit. 
 
Figure 4: La réponse des LT CD8+ 
Graphique représentant la prolifération massive et la phase de contraction des LT CD8+ en 
réponse à une infection avec un pathogène virulent.La courbe solide représente le nombre de LT 
CD8+ antigène spécifique au cours du temps, et la courbe bleue représente l’évolution du 
pathogène dans le temps en réponse à la réponse des LT CD8+. Adapté de l'article (26). 
   
 
 LA REPONSE DES LYMPHOCYTES T A 
L’ANTIGENE 
I. La reconnaissance de l’antigène 
A. Maturation des LT 
Les LT dérivent des cellules souches pluripotentes provenant de la moelle 
osseuse. L’entrée de ces progéniteurs hématopoïétiques dans le thymus (organe 
lymphoïde primaire) résulte à une prolifération massive qui est à l’origine du 
développement des thymocytes immatures. Durant le développement des thymocytes, 
plusieurs molécules de surface vont s’exprimer, incluant les corécepteurs CD4 et CD8, 
afin de générer des thymocytes matures qui une fois à l’extérieur du thymus 
représenteront la population des LT du système immunitaire périphérique. 
La maturation des thymocytes se divise en trois grandes parties : (i) l’étape de la 
cellule double négative qui n’exprime aucun des corécepteurs (DN : CD4-CD8-), (ii) la 
seconde étape se caractérise par l’expression simultanée des deux corécepteurs, ceux 
sont des cellules doubles positives (DP : CD4+CD8+), (iii) et la dernière étape se 
symbolise par l’expression unique d’un seul corécepteur, ceux sont les cellules matures 
simples positives (SP : CD8+CD4- ou CD8-CD4+). Toutes ces étapes sont associées avec 
la formation du récepteur des cellules T : le RCT (Récepteur des cellules T). En effet, les 
RCT permettent une sélection des thymocytes suivant leur spécificité. Les chaînes 
composant le RCT subissent des réarrangements géniques et des sélections complexes 
qui sont à l’origine de la diversité du répertoire des LT. 
Toutes ces étapes sont à l’origine de la maturation des LT. En effet dans le 
thymus, le RCT va être testé pour sa capacité à reconnaître le CMH du soi et les 
antigènes du soi. Ainsi, les cellules qui sont capables de se lier avec suffisamment 
d’affinité avec le CMH du soi et qui n’ont pas fortement réagi aux antigènes du soi vont 
pouvoir survivre et sortir du thymus. Ces étapes de sélections sont respectivement 
appelées la sélection positive et la sélection négative. Ces systèmes de sélections ont 
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pour principe d’éviter la présence de LT auto réactifs dans l’organisme et donc de 
prévenir le développement de maladies auto-immunes.  
B. Structure du RCT 
Le RCT est composé de deux chaînes polypeptidiques glycosylées (α et β) 
appartenant à la super famille des Igs. Chaque chaîne est composée d’un domaine 
variable en amino terminal et d’un domaine constant en carboxyterminal. Les deux 
chaînes (α et β) sont reliées entre elles par un pont disulfure (27, 28) (Figure 5). 
L’association de la partie variable des deux chaînes du RCT permet la reconnaissance du 
complexe CMH/antigène. Les sites de liaison antigénique sont analogues aux CDR 
(complementarity-determining regions) des Igs (29). Les CDR1 et 2 se lient 
préférentiellement au CMH alors que le CDR3 s'attache préférentiellement au peptide 
antigénique (30, 31). L’interaction du RCT avec le complexe CMH/peptide résulte à une 
réorganisation de la membrane découlant à la formation de la synapse immunologique.  
Les chaînes α et β du RCT sont associées au complexe CD3 invariable 
représenté par 4 polypeptides CD3ε, CD3α, CD3δ et l’homodimére CD3ζ (Figure 5). 
Ce complexe est essentiel pour la signalisation du RCT, puisque ce dernier est composé 
d’un très court domaine intracellulaire à la différence des sous-unités CD3. En effet, ces 
sous-unités contiennent une ou plusieurs séquences intracytoplasmiques appelées 
ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs : (D/E)X2YX2(L/V)X6-
9YX2(L/V)) qui sont responsables de la transduction du signal RCT pour donner suite à 
la reconnaissance antigénique.  
 
Figure 5: Structure du complexe RCT/CD3. 
Représentation des chaînes α et β du RCT associées avec le complexe CD3 (CD3ε, γ, δ, et ζ). 
Les points rouges représentent les motifs ITAMs présents dans les domaines intracellulaires des 
chaînes du complexe CD3. Adapté de l’article (28). 
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Le complexe RCT/CD3 est aussi associé à des corécepteurs (CD4 ou CD8) dont 
leur fonction n’est pas seulement de permettre la distinction entre les LT CD4+ et LT 
CD8+ mais permet de stabiliser l’interaction du RCT avec le complexe CMH/peptide. En 
effet, il a été montré que les corécepteurs CD4+ et CD8+ reconnaissent respectivement le 
site invariable du CMH classe I et II (32). L’engagement du RCT et du corécepteur 
induit l’activation des voies de signalisation qui en combinaison avec les molécules de 
costimulation et les récepteurs des cytokines assurent la réponse immune. En effet, les 
corécepteurs sont associés à la Src kinase Lck (leukocyte-specific protein tyrosine 
kinase) qui intervient dans les cascades de signalisation du RCT. Néanmoins, 
l’activation de Lck des corécepteurs est indépendante à leur interaction avec la portion 
invariable du CMH. En effet, il a été montré de son activation dépendant de sa 
déphosphorylation par la phosphatase CD45 (33). Cette déphosphorylation permet 
l’entrée de Lck au niveau du complexe CD3 entrainant ainsi le début de l’activation des 
voies de signalisation du RCT qui seront décrits dans le paragraphe II de cette section. 
Ainsi, l’activation complexe RCT/CD3/co-recepteur suite à la reconnaissance 
d’un complexe antigénique est l’événement central de la réponse immune. De 
nombreuses études ont en vain essayé d’expliquer, décrire et analyser les différents 
aspects de cette interaction. Ainsi, des concepts sur la transmission du signal RCT qui 
ont été établis sont décrits dans le paragraphe suivant. 
C. La transmission du signal RCT 
1. Caractéristiques physico-chimiques de l’interaction du RCT/CMH/peptide 
Un RCT a la capacité de reconnaître un antigène présenté sur le CMH avec une 
haute sensibilité et une faible affinité. Ce paradoxe est toujours le sujet de beaucoup 
d’étude. L’interaction entre ces deux complexes est un phénomène simple et réversible 
qui est décrit par la réaction (34):  
 
impliquant le taux d’association (Kon), de dissociation (35), et le demi-temps 
d’interaction qui est dérivé de koff  (t1/2=ln2/Koff). L’équilibre du complexe est défini par 
KD=1/KA (KD, constante de dissociation; KA, constante d’association) et peut-être 
déterminé selon la formule standard de scatchard :  
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KD : [RCT][CMH/peptide]/[RCT/CMH/peptide]). 
Ainsi en utilisant des complexes CMH/peptide solubles qui empêchent un 
anticorps anti-RCT de se fixer à son RCT présent à la surface des cellules, l’équipe de 
Matsui et coll. a pu déterminer pour la première fois que la constante de dissociation 
(36) entre le RCT et le complexe CMH/peptide est de l’ordre de 10-4 M et 10-7 M (37, 
38). Parallèlement, l’équipe de Weber estime, en utilisant une protéine chimère d’un 
RCT avec un Ig pour inhiber la réponse LT, que le Kd est de 10-5 M (39). Ces résultats 
montrent que l’affinité du RCT pour le complexe CMH/peptide est très faible. De plus, 
d’autres études ont déterminé la demi-vie d’association du complexe RCT/CMH/peptide 
à quelques secondes, ce qui signifie que la cinétique d’interaction de ce complexe est 
définie par un taux d’association lent et un taux de dissociation rapide (37, 40). Cette 
faible affinité du RCT pour le complexe CMH/peptide est associée à une haute 
sensibilité pour permettre au RCT de reconnaître les 0,03% de ligands qui lui sont 
spécifiques à la surface d’une CPA (41). En effet parmi tous les complexes 
CMH/peptide présents à la surface d’une CPA, un minimum de 60 à 200 complexes 
spécifiques est nécessaire pour activer le LT (41). Afin de comprendre la sensibilité et la 
spécificité de la réponse des LT, deux écoles de pensée se sont établies pour expliquer 
comment le RCT s’active en présence d’une quantité si faible de ligands.  
a- Le modèle de « kinetic proofreading ».  
Historiquement, « kinetic proofreading » a été exploré dès 1974 pour mieux 
comprendre la précision remarquable de la réplication de l’ADN et de la synthèse des 
protéines (42-47). Puis 20 ans plus tard, McKeithan (48) utilise ce modèle pour 
expliquer et mieux concevoir comment la sélection et le développement de la cellule T 
peuvent se faire. En effet, dans le thymus, la cellule meurt lorsqu’elle reçoit un signal 
trop fort ou un signal trop faible, par contre un signal intermédiaire est nécessaire pour 
permettre à la cellule de se différencier et de devenir mature. Ainsi en périphérie, il est 
difficile de comprendre comment un grand nombre de faibles signaux (exposition de 
l’antigène du soi) versus en petit nombre de forts signaux (antigène étranger) peuvent 
activer le LT. C’est alors que McKeithan définit la cascade de signalisation du RCT 
comme une série d’étapes séquentielles réversibles permettant d’atteindre un signal 
optimal afin d'activer la cellule (48).  
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McKeithan et coll. ont aussi établi la présence d'un délai de temps entre la liaison 
initiale et le signal optimal d’activation. En effet, ceci explique pourquoi un complexe 
CMH/peptide non spécifique qui a un taux de dissociation rapide n’entraîne pas une 
pleine activation de la cellule T, alors qu’un complexe spécifique dans les mêmes 
conditions en est capable. Ceci signifie que complexe CMH/peptide ayant une faible 
affinité avec le RCT ne permet pas d’activer pleinement la cellule T. 
Le déroulement de ce modèle (Figure 6) est : suite à l’interaction du complexe 
CMH/peptide/RCT, des modifications biochimiques apparaissent entrainant la formation 
d’une série de complexes intermédiaires (Ci) pour finalement arriver à un complexe actif 
final (CN). Chacune des modifications du complexe est réversible et peut se dissocier 
pour revenir à un état basal ceci par l’intervention des phosphatases. Néanmoins pour 
obtenir une pleine activation de la cellule T, il est nécessaire de créer le complexe final 
CN (48).  
 
Figure 6: Schématisation du modèle de la « kinetic proofreading »:  
Le complexe initial (Co) formé par l’interaction du RCT (T) et du complexe 
CMH/peptide (Mx) subit N modifications biochimiques entrainant la formation de 
complexe intermédiaire (Ci) jusqu’à l’obtention du complexe pleinement actif (CN). 
Chaque étape est réversible pouvant mener à la forme basale du complexe. La totale 
activation de la cellule T doit venir des signaux du complexe final (CN). D'après l'article 
(48). 
Ainsi, McKeithan a proposé que deux antigènes qui différent de 10 fois en 
quantité de complexes CMH/peptide exprimés à la surface de la CPA résulte à une 
différence de 10.000 fois sur l’activité du RCT (48). Ces résultats ont été confirmés par 
l’utilisation de peptides altérés, partiellement agonistes ou antagonistes ayant une durée 
d’interaction trop courte avec le RCT, ce qui engendre une activation partielle de la 
cellule T puisque la cascade d’intermédiaires ne peut pas atteindre le niveau final (CN) 
(49). Ce modèle est peaufiné par les observations de l’équipe de Rabinowitz et coll.. 
L’auteur explique qu’un peptide antagoniste va déclencher la cascade d’intermédiaires 
(Ci) mais la dissociation du complexe CMH/peptide/RCT est trop précoce pour 
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permettre l’exécution totale de la cascade d’intermédiaires. Ainsi, l’arrêt de la cascade 
d'intermédiaires résulte à une inhibition de l’activité de la cellule T (50). De plus, 
l’auteur met en évidence qu’un ligand qui fixe longuement le RCT résulte à une 
activation positive de la signalisation de la cellule T versus, un ligand qui fixe 
brièvement le RCT qui entraîne à une signalisation négative du RCT donc une inhibition 
de la cellule T. Ainsi, ce modèle explique la capacité au RCT à reconnaître 
spécifiquement un complexe CMH/peptide présent en faible concentration, puisque cette 
interaction aura une durée prolongée et permettra une signalisation positive de la cellule 
T. Tandis que dans des conditions de forte concentration de complexe CMH/peptide non 
spécifique, la durée d’interaction sera réduite ce qui résultera à une inhibition de la 
cellule T.  
La présence d’intermédiaire (Ci) dans la cascade signalisation décrite dans le 
modèle de "kinetic proofreading" est appuyé par les travaux de Risueno et coll. qui 
montrent, in vitro et in vivo, une modification de la conformation du RCT suite à la 
reconnaissance d’un peptide agoniste, phénomène qui n’est pas visible avec un peptide 
antagoniste (51). 
b- Le modèle de l’engagement en série (« serial triggering ») 
Pour comprendre comment un RCT de faible affinité reconnaît spécifiquement 
un complexe CMH/peptide faiblement représenté sur la CPA (41), l’équipe de Valitutti a 
établi le modèle « serial triggering » (52). Ce modèle consiste à une internalisation et 
recyclage du RCTen réponse à une reconnaissance spécifique du complexe 
CMH/peptide (53, 54). Ainsi, le paradoxe de la haute sensibilité associée à la faible 
affinité s’expliquerait par le fait qu’un petit nombre de CMH/peptide (41) a la capacité 
d’engager des interactions en série avec un très grand nombre de RCT, ce qui 
entraînerait un signal soutenu et amplifié (55). Ceci expliquerait la cinétique rapide de 
dissociation du RCT, qui permet à un simple CMH/peptide d’engager plusieurs RCT par 
étapes successives de liaison-engagement-dissociation. Ainsi, il est nécessaire d’un 
temps minimum d’interaction entre le RCT et le complexe CMH/peptide pour permettre 
la transduction du signal et l’internalisation du RCT. Mais pour que ce phénomène 
puisse être fonctionnel au niveau de l’interface entre le LT et la CPA, trois facteurs sont 
importants : l’adhésion, les composants de signalisation et les molécules de RCT. En 
effet, l’adhésion doit être efficace entre les deux cellules pour faciliter l’interaction du 
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complexe CMH/peptide/RCT. Il est nécessaire aussi d’un approvisionnement continu 
des composants de la signalisation au niveau du RCT engagé et de nouvelles molécules 
de RCT de manière à remplacer ceux qui s’internalisent suite à l’engagement du 
complexe CMH/peptide. Par ailleurs, il a été montré que l’utilisation de peptides altérés 
entraîne une activation partielle de la cellule T aboutissant à son anergie (56, 57), 
comparable aux peptides antagonistes (58). En effet, le taux de dissociation d’un peptide 
altéré ou antagoniste est aussi élevé que celui d’un peptide agoniste, donc le RCT se 
dissocie avant qu’il y ait eu une pleine activation de sa signalisation (37, 49). De plus, un 
peptide altéré entraîne la phosphorylation des ITAMs du RCT sans avoir la capacité de 
recruter Zap70 (57, 59). Ce qui expliquerait qu’il est possible qu’une liaison de courte 
durée entre le RCT et le complexe CMH/peptide entraîne une activation partielle du 
RCT (peptide altéré) et qu’une liaison de durée encore plus courte entraîne une absence 
totale de signal (peptide antagoniste) dont la résultante est l’anergie de la cellule T. Ceci 
met en évidence que la demi-vie d’interaction doit être optimale (60). Ainsi, ce modèle 
(Figure 7) explique la propriété paradoxale du RCT pour un complexe CMH/peptide 
spécifique : sensibilité versus spécificité. La sensibilité s’explique par des cinétiques de 
reconnaissance optimales par le RCT de peptides agonistes présents en faible quantité, 
ce qui résulte à la pleine activation de la cellule T. La spécificité se caractérise par une 
inhibition de la capacité d’engagement en série du RCT lorsque la cinétique de 
reconnaissance n’est pas optimale (peptides altérés/ antagonistes) (52). 
 
Figure 7: Schématisation du « Serial trigerring » : 
Un seul complexe CMH/peptide a la capacité d’activer plusieurs RCT : a) activation du RCT 
engagé (À) avec le complexe CMH/peptide. b) Le RCT se dissocié du complexe CMH/peptide 
lui laissant l’opportunité de s’engager avec un autre RCT. c) Tous les RCT activés (À) induisent 
le signal puis sont internalisés. Adapté de l'article (52) 
2. L’importance de la durée d’interaction entre le LT et la CPA 
La microscopie à multi photons dans les ganglions révèle que la durée de contact 
entre un LT et CPA (comme les DCs) est hétérogène et se composent de 3 phases (61-
64). Le premier stade est un engagement de courte durée de la cellule T avec la CPA 
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(stade I et II de la Figure 8). La seconde phase d’une durée plus longue (8 à 24h) 
entraîne la formation de conjuguées entre les deux types cellulaires suite à la 
reconnaissance de l’antigène (stade III et IV de la Figure 8). Cette étape est associée à 
l’induction de la cytokine IL-2 et IFN-γ ce qui corrèle avec les données montrant qu’une 
longue durée d’interaction entre LT et la DC suscite la production de cytokines (63). Et 
la troisième étape se traduit par un retour de la cellule T a un haut niveau de mobilité et 
de prolifération (stade V de la Figure 8) (63). 
 
Figure 8: Schématisation des différentes étapes d’interaction du LT CD4+ avec l’CPA avant 
son activation. 
Description des différents stades d’interaction entre le LT (bleu) et la CPA (65) au cours du 
temps et des événements d’activation que les LT acquièrent selon le temps d’interaction entre les 
deux types cellulaires. Adapté de l’article (66). 
En parallèle à ces études, l’équipe de Bousso démontré que la fréquence de 
précurseurs de LTn est un paramètre à ne pas négliger (67). En effet, en visualisant in 
vivo le temps d’interaction entre les DCs et LT, et en faisant varier la quantité de 
précurseurs de LT spécifiques pour l’antigène présent à la surface des DCs, les auteurs 
observent une variation dans la capacité et la stabilité des LT à interagir avec les DCs 
(67). Dans des conditions où le nombre de précurseurs est faible (1x106), l’interaction 
peut s'établir avec une et plusieurs DCs durant 2 jours (67). Par opposition, lorsque la 
quantité de précurseurs spécifiques est importante (10x106) cela entraîne une diminution 
de la stabilité des conjugués T/DCs (67). Les auteurs suggèrent que la censure de 
l’interaction entre la CPA et le LT dans des conditions de nombre élevé de précurseurs 
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(67). De plus, il est montré que le temps d’interaction est important pour la pleine 
activation des LT. En effet, dans une coculture de LT/CPA l’ajout, à différent temps, 
d’un anticorps bloquant l’interaction entre les deux types cellulaires montre qu’une 
stimulation prolongée de 10 à 24 heures est requise pour obtenir une production 
optimale d’IL-2 ou pour induire la prolifération (68). Des résultats similaires ont été 
obtenus en utilisant un anticorps anti-CMH II brisant l’interaction LT/DC (62). In vivo, 
il a été montré que plusieurs heures d’interaction sont indispensables pour observer une 
prolifération des LT CD8+ et une production d’IFN-γ et de granzymes B. De plus, dans 
une souris déficiente pour la molécule d’adhésion ICAM-1, le temps d’interaction entre 
le LT CD8+ et les DCs est réduit entrainant ainsi une activation inefficace des CTL se 
traduisant par une diminution de la production in vitro et in vivo de l’IFN-γ et du nombre 
de LTm CD8+ généré in vivo (69). Par ailleurs, il a récemment été démontré que 
l’avidité du complexe CMH/peptide/RCT a un impact sur le temps d’interaction entre 
les deux types cellulaire et donc sur l’efficacité de la lyse des cellules infectées par les 
CTL (70). En effet, grâce à l’utilisation de deux peptides ayant une avidité différente 
pour le complexe CMH/peptide/RCT, Jenkins et coll. montre que la lyse des cellules 
cibles est plus efficace dans des conditions de faible avidité, puisque les LT CD8+ auront 
un temps d’interaction avec leur cible plus courte et donc pourront rentrer en contact 
avec plus de cellules infectées pour pouvoir les éliminer (70). Toutes ces études mettent 
en évidence que la durée du contact intercellulaire module l’acquisition et l’efficacité 
des fonctions effectrices dues à une maîtrise sur l’induction de l’expression génique qui 
sera décrite plus loin dans le manuscrit (71-73). 
II. Activation du RCT 
L‘activation du RCT n’est pas uniquement la résultante de la reconnaissance 
spécifique d’un complexe CMH/peptide. Elle est aussi dépendante (i) d’une 
restructuration de la membrane plasmique regroupement toutes les molécules de 
signalisation (autant au niveau intracellulaire qu’extracellulaire) qui sont nécessaire à 
une activation optimale de la cellule T; et (ii) d’une sommation de signaux provenant de 
récepteurs exprimés à la surface des LT qui servent à l’amplification du signal RCT 
comme les molécules de costimulation. 
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A. La synapse immunologique 
L’interface entre la cellule T et la CPA a valu l’étude de nombreuses recherches. 
En effet, cette zone est responsable l’activation des LT puisqu’elle permet un contact 
prolongé entre un RCT de faible affinité avec des complexes de CMH/peptide très 
faiblement exprimés à la surface de la CPA. Grâce aux techniques de microscopie, cette 
zone est décrite comme un regroupement d’une large gamme de molécules de surface et 
de molécules de signalisation. Cette zone d’interaction est appelée la « synapse 
immunologique » (SI) pour faire référence au système nerveux (74). En effet, les travaux 
de Kupfer et coll. mettent en évidence par des études d’immunofluorescence une 
polarisation des molécules du cytosquelette du RCT vers la CPA (75). Et, grâce à 
l’évolution de la microscopie permettant une visualisation en 3 dimensions des cellules, 
il a été démontré que le RCT et la molécule d’adhésion LFA-1 (lymphocyte fonction-
associated antigen-1) sont présents en grande quantité au  niveau de l’interface et qu’il y 
a une organisation de ces molécules en aires distinctes (76). C’est ainsi que la SI est 
nommée SMAC pour complexe super moléculaire (SMAC : supra molecular activation 
cluster) et se divisent en 3 zones distinctes : SMAC centrale (c-SMAC), SMAC 
périphérique (p-SMAC) et SMAC distale (d-SMAC), comme représenté dans la Figure 
9.  
 
Figure 9: Distribution des protéines membranaires dans la synapse immunologique en fonction 
du temps :  
(a) Pré-contact entre le RCT et le complexe CMH/peptide se caractérise par une distribution 
homogène des protéines de surface. (b) Représentation de l'activation initiale du RCT quelques 




surface. (c) Réorganisation active du cytosquelette engendre la formation de la c-SMAC. (d) 
Formation de la synapse mature marquée par la délimitation de la pSMAC, c-SMAC et d-
SMAC. Adapté de l’article (77). 
Dans la zone centrale, c-SMAC, se retrouve au niveau de la surface cellulaire le 
complexe RCT/CD3, les molécules de costimulation, les corécepteurs (CD4/CD8), et au 
niveau intracellulaire les protéines kinases (Zap-70, Lck, Fyn), les adaptateurs (LAT, 
SLP76), les kinases impliquées dans la signalisation (e.g. PI3K (Phosphatidylinositol 3 
kinase), PKC) et le centre organisateur des microtubules (MTOC : microTubular 
organisation center) (78, 79). Cette zone se caractérise par une structure de type radeau 
lipidique (appelé « raft ») dans laquelle se retrouve de manière induite ou constitutive le 
RCT. Les rafts sont des microdomaines de la membrane plasmique particulièrement 
riche en sphingolipides et en cholestérol sur lesquels sont ancrées de façons 
préférentielles différentes protéines de transduction du signal comme e.g. LAT. 
La p-SMAC se caractérise par la présence de molécules d’adhésions (tel que 
LFA-1), de l’intégrines β1 et au niveau intracellulaire de protéines du cytosquelette 
(actine, ezrine, taline) (76, 78). 
La zone la plus extérieure, la d-SMAC dans laquelle se retrouve les protéines 
ERM (Ezrine, Radixine, Moesine), et les grandes molécules comme CD43 et CD45 (78, 
80, 81). 
Ces 3 zones distinctes se mettent en place suite à interaction d’au moins 30 
minutes entre le LT et la CPA (82) (Figure 10).  
 
Figure 10: Formation de la synapse immunologique au cours du temps: 
(A) Image en IRM (Interference reflection microscopy) du contact entre le LT et la CPA. (B) 
délimitation de la p-SMAC et c-SMAC au cours du temps par le marquage du complexe 
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CMH/peptide (65) et la molécule d'adhésion ICAM-1(intercellular adhesion molecule 1) (83). 
Résultat extrait du papier (84), avec l’autorisation de Science et de l’auteur M. Dustin. 
Les premières études de la SI ont suggéré que la c-SMAC était le site de 
l’engagement du RCT avec son complexe CMH/peptide spécifique et le site d’initiation 
de la signalisation du RCT. Par la suite, il a été proposé que la c-SMAC est le site 
d’initiation de l’activation du signal RCT et de dégradation du RCT (82, 85, 86). Ceci a 
été montré par l’identification d’une présence importante d’acide lysobisphosphatidique 
qui est impliquée dans la dégradation des protéines ubiquitinylées et d’une forte 
concentration de la phosphatase CD45 qui inhibe la signalisation du RCT en 
déphosphorylant les molécules de la signalisation (82, 85, 86). La balance entre les deux 
processus est déterminée par la qualité de l’antigène, ainsi la c-SMAC permet 
l’amplification d’un faible signal agoniste (87). Dès 2005, les études sur le rôle de la c-
SMAC dans l’initiation de l’activation du RCT ont été mises en doute par une technique 
de microscopie appelée TIRFM (Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy). 
En effet, cette technique permet aux auteurs de mesurer les mouvements des molécules 
de signalisation durant l’activation de la cellule T. Ainsi les travaux de Yokosuka et coll. 
ont démontré que de microdomaines de regroupement du RCT se formaient au niveau de 
la zone p-SMAC pour initier et maintenir le signal du RCT (86). Par la suite, les travaux 
de l’équipe de Dustin et coll. confirment que ces microdomaines sont impliqués dans le 
soutien du signal RCT au niveau de la p-SMAC mais que par la suite ces microdomaines 
migrent vers la zone c-SMAC afin de former la SI mature (82, 88) (Figure 11).  
 
Figure 11: Dynamisme du processus de reconnaissance de l’antigène et de l’activation des 
micro-regroupements du RCT et CD28:  




Or l’activation de la cellule T ne repose pas seulement sur la formation de la 
synapse immunologique, mais est aussi dépendante (i) de la présence ou de l’absence 
des molécules de costimulation, (ii) de la concentration de l’antigène et (iii) de la durée 
de l’interaction entre la cellule T et la CPA. Ces 3 paramètres déterminent la 
qualité/force du signal RCT déclenché suite à la reconnaissance de l’antigène. 
B. La signalisation du RCT 
En effet, dès que le RCT reconnaît spécifiquement le complexe CMH/peptide, la 
phosphatase CD45 va déphosphorylée la Src Kinase Lck qui pourra à son tour 
phosphoryler les ITAMs du complexe CD3 du RCT. Cette étape va permettre le 
recrutement et l’activation des protéines tyrosine kinase Syk (spleen tyrosine kinase) et 
Zap70 (zeta chain associated protein 70KDa). Après ces étapes de phosphorylation, les 
substrats de Syk/Zap70 et des Src kinases vont à leur tour s’accumuler à proximité du 
complexe RCT/CD3, permettant la propagation et la diversification des signaux via les 
molécules adaptatrices LAT (linker for activation T cell) ou SLP76 (SH-2 domain 
containing leukocyte protein 76KDa). LAT interagit directement ou indirectement avec 
la PLC-γ (phospholipase Cγ) initiant le signal calcium et l’activation de la protéine 
kinase C (PKC) notamment la PKCθ. SLP76 recrute Vav1, GEF (guanine exchange 
factor) des GTPase de la famille Rho, intervenant dans la réorganisation du 
cytosquelette. Cette réorganisation intracellulaire est responsable de l’activation du LT 
(Figure 12). Ces voies sont finement régulées puisqu’il est possible de les inhiber par 
l’intermédiaire de phosphatases ou par l’internalisation du RCT. Ces voies de 
signalisation sont associées aux cascades de signalisation des cytokines et surtout à la 




Figure 12: Voie de signalisation en aval du RCT : 
Représentation de la voie du calcium (violet), PKCθ (orange), MAPK (65) et PI3K (bleu) qui 
convergent vers le noyau pour activer les facteurs de transcription nécessaire à la pleine 
stimulation du LT. Adapté de figure extraite de l’article de Valitutti et Espagnolle dans 
Encyclopedia of life science 2005  
L’activation d’une cellule T, comme décrit précédemment, n’est pas seulement 
dépendante de l’activation du RCT. En effet, un second signal fourni par les CPA est 
nécessaire. Ce signal dit de costimulation fait intervenir des molécules de costimulation 
dont les ligands sont exprimés à la surface des CPA suite à leur activation par un signal 
danger (comme de l’inflammation). La molécule de costimulation qui est 
constitutivement exprimée sur les LT, CD28, reconnaît le ligand B7.1/B7.2 présent à la 
surface des DCs activées (90). Cette reconnaissance permet une amplification du signal 
RCT comme il est schématisé dans la Figure 12. En effet, la molécule CD28 intervient 
dans la signalisation de PI3K et dans la formation du facteur de transcription AP1 (89). 
D’autres molécules sont aussi capables de fournir un signal de costimulation des LT 
comme il est décrit dans le paragraphe suivant. La reconnaissance de l’antigène par les 
LT en absence du signal de costimulation résulte à l’anergie du LT (89).  
C. Les molécules de costimulation 
Plusieurs molécules agissent positivement sur les cellules T au niveau de leur 
métabolisme et de leur capacité à proliférer, à produire des cytokines, à survivre, et à se 
  
23
maintenir au cours du temps dans l’organisme. Ces molécules se divisent en trois 
familles : les membres de la superfamille des Igs, les membres de la famille TNFR 
(comme décrit dans la Figure 13) et les récepteurs des cytokines. Leur hiérarchie 
d’activation n’est pas encore complètement comprise, plusieurs pensées sont en débat à 
savoir si ces molécules s’engagent de manière simultanée, ou avec une différence dans 
le temps ou/et dans l’espace en réponse à une activation de la cellule T. 
 
Figure 13: Représentation des molécules de costimulation et de leurs ligands. 
Les molécules de costimulation sont nommées selon leur ordre d'expression par les LT (colonne 
du milieu) avec une expression constitutive pour les LTn (en haut au centre), suivies d'une 
expression précoce par les LT activés (au milieu au centre) et une expression plus tardive sur les 
LTe ou LTm (en bas au centre). Les ligands de molécules de costimulation sont exprimés par les 
CPA (à gauche) ou par les cellules endothéliales (en haut à droite) ou les cellules 
parenchymateuses (en bas à droite) ou par les deux types cellulaires (au centre à droite). 
Chaque molécule de costimulation peut avoir un effet positif ou négatif sur la stimulation : 
rouge (effet inhibiteur), vert (effet activateur) et bleu ou marron (effet neutre ou inconnu). 
Adapté de l'article (90) 
1. Les membres de la superfamille des immunoglobulines. 
Les membres de la famille des Igs permettent une activation efficace des cellules 
T par amplification du signal RCT en réponse à la reconnaissance du complexe 
CMH/peptide. En effet, l’absence des molécules de costimulation entraîne l’anergie de 
la cellule T (91). Les molécules de costimulation décrit dans ce paragraphe sont CD28 
avec ses ligands B7.1/B7.2 et son antagoniste CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 
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4), la molécule ICOS (inducible T cells costimulator) avec pour ligand ICOSL et 
l’inhibiteur PD-1 avec ses ligands PD-L1/PD-L2. 
a- CD28/CTLA-4 
A l’origine, la molécule CD28 est considérée comme une molécule d’adhésion 
(92, 93), par la suite la voie de signalisation de CD28 est élucidée (94). En effet, la 
stimulation de CD28 provoque la phosphorylation des tyrosines de nombreux substrat 
cellulaires. C’est ainsi que par la suite la signalisation de la molécule CD28 est identifiée 
comme le « signal 2 » du RCT sachant que l’activation du RCT représente le « signal 
1 » (95). La combinaison des deux signaux est importante pour l’augmentation de la 
production de la cytokine IL-2 et la progression des cellules dans le cycle cellulaire (95). 
Par ailleurs, l’absence du signal 2 entraîne la cellule dans un état d’anergie (95). 
Suite à la l’interaction de CD28 avec ses ligands B7.1/B7.2 (CD80/CD86), la 
phospholipase PI3K est recrutée au niveau du domaine cytoplasmique de CD28 
entrainant une cascade de signalisation distingue de celle du RCT qui abouti à 
l’activation la protéine kinase Akt (Figure 12). Cette kinase est impliquée dans la 
translocation du facteur de transcription NF-κB (nuclear factor kappa B cell) dans le 
noyau permettant l’expression de gène codant pour les facteurs anti-apoptotique comme 
Bcl-xL (B-cell lymphoma extra large). La voie PI3K permet, via l'association de LAT et 
Grb2 (growth factor receptor bound protein 2), la translocation du facteur de 
transcription NF-AT (nuclear factor of activated T cell) et du AP-1 afin d'assurer la 
transcription optimale de ses gènes cibles comme celui codant pour IL-2 (95, 96) 
(Figure 12). De plus, la voie PI3K/Akt favorise l’absorption du glucose et de la 
glycolyse par augmentation de l’expression du récepteur au glucose, mécanisme 
essentiel pour le soutien de la synthèse moléculaire (97). En 1999, l’équipe de 
Lanzavecchia a montré qu’une stimulation anti-CD3 et anti-CD28 permet une 
redistribution des radeaux lipidiques, phénomène non observable lors d'une stimulation 
avec uniquement un anti-CD3 (98), ceci suggère que la formation de la SI est 
dépendante de l’activation de CD28. Cependant, ces données sont contredites en 2002 
par l’utilisation de souris déficientes pour CD28 où la SI est formée normalement (99).  
Néanmoins, CD28 a un rôle important dans la réponse immunitaire puisque les 
souris déficientes pour CD28 ou des souris traitées avec des anticorps antagonistes 
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bloquant l’interaction de CD28 avec son ligand, manifestent une réduction de la réponse 
immunitaire face à des infections pathogéniques, des allogreffes, la GVHD (graft versus 
host disease) et de l’asthme (100). De plus, il est connu que l’absence de CD28 est 
associée : (i) à une diminution de la prolifération in vitro et in vivo des LT (101-103), (ii) 
à un problème dans la différenciation Th1/Th2 (104, 105), et (iii) à une inhibition de la 
formation des centres germinatifs et de la commutation des classes de Igs (106, 107). La 
molécule costimulatrice CD28 est aussi impliquée dans l’augmentation de l’expression 
de cytokines (IL-2, IFN-γ, IL-4 (108)), de chémokines (109), ainsi que de leurs 
récepteurs (110-112). De plus, CD28 est important pour l’induction de l’expression de 
molécules de costimulation qui sont impliquées dans une seconde vague de signalisation 
dans la cellule T (tels que CD40L, ICOS, OX-40, 4-1BB et CTLA-4) (111, 113). Toutes 
ces modifications liées à l’activation de CD28 sont nécessaires pour un établissement 
efficace des fonctions effectrices du LT et la re-stimulation des LTm lors d’une seconde 
infection (114). En effet, l’utilisation de souris déficientes pour CD28 ou pour son ligand 
a démontré l’importance de CD28 dans la réponse du système immunitaire en réponse à 
une réinfection qui se manifeste par une réduction de l’expansion des LTm (114). 
L’inhibiteur de CD28 est CTLA-4. Ces deux molécules de costimulation ont les 
mêmes ligands présents sur les CPA maturées CD80/CD86 (115). CTLA-4 réside dans 
les vésicules intracellulaires de la cellule T et son expression à la surface est 
proportionnelle à la force du signal RCT (116, 117). CTLA-4 inhibe l’activation de la 
cellule T (i) par compétition avec CD28 pour ces ligands CD80/CD86, CTLA-4 ayant 
une plus haute affinité (118, 119), (ii) en délocalisant CD28 de la SI (120), et (iii) en 
modulant la signalisation par l’activation de la protéine phosphatase 2A (PP2A) et de la 
tyrosine phosphatase SHP-2 (121-123). CTLA-4 va entraîner une diminution de 
l’interaction de la cellule T avec la CPA ainsi qu’une diminution de la production des 
cytokines et de la prolifération (124). 
b- ICOS/ICOSL 
ICOS est exprimé suite à l’activation de la cellule T pour délivrer un signal 
positif à la cellule tout comme CD28. Son expression peut être induite par l’engagement 
de CD28 (125-128) mais aussi par la cytokine IL-4 (129). ICOS, comme CD28 à la 
capacité de lier PI3K à son domaine cytoplasmique (125). Par contre, une variation de la 
séquence cytoplasmique d’ICOS lui confère, contrairement à CD28, l’incapacité de 
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recruter Grb2 qui est nécessaire à la transcription du gène codant pour l’IL-2 (127, 130). 
Son ligand, ICOSL, est exprimé aussi bien sur les cellules lymphoïdes que non 
lymphoïdes. La voie de signalisation de ICOS/ICOSL est importante pour la réponse 
Th1/Th2 (131), pour la prolifération des cellules B et leur différenciation en plasmocytes 
(132) et pour l’inhibition de l’apoptose par augmentation de l’expression de la molécule 
anti-apoptotique Bcl-xl (126).  
c- PD-1/PD-L1 
PD-1 est un récepteur inhibiteur de la signalisation des LT. L’activation de PD-1 
entraîne une inhibition de la prolifération et de la production des cytokines. PD1 est 
exprimé à la surface des LT, des NK (natural killer), des LB et des monocytes activés. 
Les ligands de PD-1, PD-L1 et PD-L2, sont exprimés sur les DCs, les macrophages, les 
cellules de la moelle osseuse et sur les LT pour PD-L1 seulement (133). Le ligand PD-
L1 est plus exprimé que PD-L2. PD-1 transduit son signal inhibiteur, si et seulement si, 
il est engagé avec son ligand simultanément avec le RCT ou le RCB (Récepteur des 
cellules B). L’activation de PD-1 entraîne le recrutement des phosphatases SHP1 et 
SHP2 qui déphosphorylent les molécules effectrices de la signalisation du RCT et BCR. 
De plus, PD-1 réduit l’activité de CD28 en supprimant l’activation d’Akt, du 
métabolisme du glucose et de l’expression des gènes codant pour les protéines de survie 
comme Bcl-xL (134). La voie PD-1 est impliquée dans le phénomène d’épuisement des 
LT CD8+ comme il est plus détaillé plus loin dans le manuscrit. Les souris déficientes 
pour PD-1 développent une splénomégalie et sont susceptibles au développement de 
maladies auto-immunes (135, 136). 
2. Membres de la superfamille TNFR 
Les membres de cette famille se distinguent des autres molécules costimulatrices 
par la présence de leur "Death Domain" (DD) qui permet le recrutement des protéines 
adaptatrices TRAF (TNFR-Associated Factor). Ces récepteurs sont impliqués dans 
l’activation positive ou négative des voies de l’apoptose. Cette famille regroupe de 
nombreux membres dont OX40 (CD134), 4-1BB (CD137) et CD40 (Figure 13) qui 




OX40 a été identifié en 1987 par l’utilisation d’un anticorps réagissant envers les 
cellules CD4+ de rat (137). Il est principalement exprimé sur les LT CD4+ versus les LT 
CD8+, sur les LB, les DCs et les éosinophiles. Son expression peut être induite sur les 
LTn entre 12 à 24h suite à l’activation du complexe RCT/CD3. In vivo son pic 
d’expression est entre 2 à 3 jours post-immunisation. Il peut être réexprimé en 4h après 
une re-stimulation des cellules effectrices et mémoires (138). Le ligand d'OX40, 
OX40L, est exprimé à la surface des CPAs telles que les DCs, les LB, et les 
macrophages. Son expression est induite suite à une maturation de la CPA via les TLR 
et maintenue pendant plusieurs heures voire plusieurs jours après activation de la CPA 
(139). 
Des études in vivo et in vitro sur des cellules déficientes pour OX40 ou OX40-L 
ont montré une diminution dans le nombre de cellules CD4+ générées suite à une 
réponse contre le virus LCMV (lymphocytic choriomeningitis virus), ou le virus VSV 
(vesicular stomatitis virus), ou contre une protéine antigénique ou encore un haptène 
(140-143). Cette réduction cellulaire est associée à une diminution des LTm générées 
(144). En effet, l'injection d’un anticorps anti-OX40 après l’immunisation, entraîne une 
accumulation du nombre de cellules T CD4+ antigènes spécifiques au cours du temps 
(144, 145). Des résultats similaires ont été obtenus avec des souris transgéniques 
exprimant de manière constitutive OX40-L à la surface des DCs sous le contrôle du 
promoteur CD11c (146). Toutes ces données suggèrent que l’interaction OX40/OX40L 
est impliquée dans la survie et le maintien des cellules CD4+ activées au cours du temps 
(139, 147, 148). En effet, les travaux de l’équipe Croft et coll. montrent que OX40 
régule, en synergie avec CD28, l’expression des molécules anti-apoptotique Bcl-xL et 
Bcl-2 (149). Le role d’OX40 sur la survie des LTm CD4+ sera expliqué plus loin dans 
cette thèse. 
b- 4-1BB/4-1BBL 
La molécule 4-1BB a été découverte en 1989 lors d’une étude d’une librairie 
d’ADN complémentaire de clone de LT activés (150). Dès que la cellule T est activée, 
l’expression de 4-1BB est augmentée et maintenue (151-156). La molécule 4-1BB est 
aussi présente à la surface des cellules NK et des Treg CD4+CD25+. Le ligand de 4-1BB, 
4-1BBL, est exprimé à la surface les CPAs activées incluant les DCs, les LB et les 
macrophages (139).  
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C’est par l’utilisation d’anticorps anti-4-1BB (157), ou d’une molécule soluble 4-
1BBL (158), ou de CPA surexprimant 4-1BBL (156, 159) qu’il a été montré, 
contrairement à la molécule OX40, que 4-1BB peut costimuler le LT de manière 
indépendant au signal CD28. 
Les souris déficientes pour 4-1BBL montrent une diminution de 2 à 10 fois du 
nombre de LT CD8+ antigène spécifique suite à une allogreffe (159), ou à une infection 
avec le virus LCMV (160, 161) ou le virus influenza (159). Ces résultats sont associés à 
une réduction du nombre de cellules mémoires générées. L’implication de 4-1BB da,s la 
survie des LTm CD8+ sera détaillée plus loin dans le manuscrit. Par ailleurs, il a été 
montré que 4-1BB influence la réponse immunitaire secondaire à un virus (160, 162). 
Ces études ont été confirmées par les travaux de Cooper et coll. qui montrent, à l’aide 
d’un système de transfert adoptif et d’une protéine de fusion de 4-1BB, une diminution 
de 2 fois du nombre de LT CD8+ spécifiques à l’antigène après une immunisation avec 
un antigène émulsifié dans de l’adjuvant complet de Freund (163). Ces données sont 
associées à une réduction de la capacité des CTL à produire de l’IFN-γ ceci sans affecter 
leurs fonctions cytolytiques (160, 163). Ainsi, la molécule 4-1BB est impliquée dans la 
régulation du nombre et de la différenciation des LT CD8+ suite à la rencontre 
antigénique.  
c- CD40/CD40L 
La molécule CD40 a été identifiée pour la première fois sur des LB (164), et par 
la suite sur les DCs, les monocytes, les plaquettes et les macrophages, on peut aussi la 
retrouver à la surface des cellules non hématopoïétiques telle que les myofibroblastes, 
les fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales (165). Le ligand de CD40, 
CD40L, est principalement exprimé à la surface des cellules CD4+ activées plus tôt que 
des cellules CD8+, on le retrouve aussi à la surface des LB et des plaquettes (165). Dans 
des conditions d’inflammation, CD40L est présent à la surface des monocytes, des 
cellules NK, mastocytes et des basophiles (165). 
CD40 et CD40L sont des régulateurs importants de la réponse immunitaire 
humorale et cellulaire. En effet, en 1993 plusieurs laboratoires ont associé le syndrome 
d’hyper IgM à une mutation dans le gène codant pour CD40L (166-170), ce qui 
implique CD40L dans la commutation de classe des Igs. Des expériences in vitro ont 
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montré que l’association d’un anticorps anti-CD40L avec de la cytokine IL-4 entraîne 
une production IgE alors qu’avec la cytokine IL-10 c’est une sécrétion d’IgM, IgA et 
IgG qui est favorisée (171). L’interaction CD40/CD40L est montrée comme ayant une 
fonction dans l’expansion des LB, la formation des centres germinatifs, et dans la 
génération des plasmocytes et des LB mémoires (172, 173). De plus, il a été observé que 
les patients atteints du syndrome d’hyper IgM succombent en général d’une infection 
parasitaire due à une incapacité à développer une réponse lymphocytaire T. Ces 
observations suggèrent que l’interaction CD40/CD40L est importante dans la réponse 
des cellules T (174, 175). Des LT CD4+ déficients pour CD40L transférés dans un hôte 
normal sont incapables de s’activer et de proliférer suite à l’immunisation avec la 
protéine KLH (Keyhole Limpet Haemocyanin) ou HEL (Hen Egg Lysozyme) (176, 177). 
De plus, il a été montré dans un modèle murin de diabète (NOD : Non-Obese Diabetes), 
qu’un traitement avec un anti-CD40L chez une jeune souris femelle empêche le 
déclenchement d’une insulite et l’apparition de la maladie, et ce même traitement chez 
une vielle souris entraîne un ralentissement de la maladie (178). Ces études suggèrent 
une l’implication de l’interaction CD40/CD40L dans les maladies auto-immunes (178-
182). L’interaction CD40L/CD40 entraîne une augmentation de l’expression des 
molécules de costimulation  et d’adhésion sur la CPA telles que CD80/CD86, CD23, 
LFA-1, ICAM-1, 4-1BBL et CD44 et le CMH I et II (183, 184). Il a été aussi observé 
que des LB activées avec un anti-CD40 entraînent une augmentation de la production 
des cytokines (TNF-α, IL-1β, LT-α (lymphotoxine α), GM-CSF (granulocyte 
macrophage colony stimulating Factor), IL-6, et IL-12) (185-187). L’expression de ces 
différentes molécules de costimulation et la sécrétion de ces cytokines, suite à 
l’interaction de CD40/CD40L, privilégient un environnement favorable pour une pleine 
activation et différenciation des LT CD4+. D’autres études ont démontré l’importance de 
l’interaction CD40/CD40L dans la fonctionnalité des LTm CD8+ suite à une réinfection, 
ces études seront décrites plus loin dans cette thèse. 
D. Les molécules d’adhésions 
Une relation a été mise en évidence entre l’adhésion intercellulaire et la 
génération d’une réponse immune efficace. En effet, des maladies génétiquement rares 
sont associées à une déficience des molécules d’adhésion de la famille des intégrines qui 
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mènent à des infections récurrentes et, dans de nombreux cas, à une mort précoce des 
patients (188, 189).  
L’interaction des intégrines avec leurs ligands résulte en un changement de 
conformation au niveau de leur domaine cytoplasmique qui permet d’avoir une activité 
bidirectionnelle : vers l’intérieure de la cellule ("outside in signalization"), et vers 
l’extérieur de la cellule ("inside-out signalization") (190). En effet, par leur changement 
de conformation, les intégrines ont la capacité de recruter des molécules du 
cytosquelette, permettant une augmentation de leur adhésivité (191-200). Ainsi ces 
intégrines favorisent la formation de la SI (76, 84, 201) et facilite la reconnaissance de 
l’antigène (202). Les intégrines représentent une grande famille de récepteurs 
hétérodimériques, les plus importantes étant : LFA-1 qui interagit avec ICAM présent à 
la surface des CPA, intégrine α4β7 qui se lie à MADCAM1 (mucosal vascular addressin 
cell-adhesion molecule 1) et VLA4 (Very late antigen) qui reconnaît VCAM-1 (vascular 
cell-adhesion molecule 1). Les intégrines ont un rôle direct dans la durée de contact 
entre le LT et la CPA ce qui peut influencer le devenir d'un LTn.  
III. Le pic de la réponse immune 
A. Phase d’expansion 
Suite à la reconnaissance d'un complexe CMH/peptide spécifique, les LTn se 
divisent rapidement (3 à 4 divisions par jour pour les LT CD8+) entraînant une 
expansion de LT spécifiques à l’antigène supérieure à 1000 fois en quelques jours (203). 
Cette expansion est associée à des changements moléculaires permettant la formation 
des LTe. L’expansion cellulaire des LT se fait dans les organes lymphoïdes secondaires. 
Il faudra une diminution de l’expression des molécules de « homing » CD62L et CCR7 
pour permettre aux LTe de rentrer dans la circulation sanguine via la lymphe et de se 
disséminer dans l’organisme pour combattre l’infection (204). Ainsi, par l’action 
combinée des LTe CD4+ et CD8+ l’organisme sera très rapidement nettoyé du pathogène 
et protégé à long terme de ce dernier. Les cytokines IL-2 et IL-15 peuvent moduler la 
migration des LT par augmentation ou répression de l’expression de CCR7 et CD62L 
respectivement (204, 205). Les molécules de homing, CD62L et CCR7, sont nécessaires 
pour l’entrée des LT dans les ganglions, mais pas pour leur entrée dans les tissus 
périphériques (204, 206). La phase d’expansion permet aux LTn spécifiques de passer 
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de 100-200 précurseurs spécifiques à 105-106 fois plus suite à une infection virale et ceci 
en 8 jours (83). Les mécanismes qui contrôlent le taux d’expansion clonale ne sont pas 
bien définis et sont souvent attribués à la quantité d’antigène présente in vivo. Suite à 
une infection avec le virus VV (vaccina virus) associé avec une faible ou haute quantité 
de l’épitope de l’ovalbumine, le groupe de Wherry montre que l’amplitude de la réponse 
des LTe CD8+ est proportionnelle à l’abondance de l’épitope (207). D’autres 
expériences révèlent que la charge d’antigène régule le nombre de LTe ceci par un 
transfert adoptif de LT dans une souris normale qui est, par la suite, immunisée avec 
différentes doses de stimuli (208-211). Le phénomène de prolifération n’est pas indéfini, 
même dans une situation d’infections chroniques l’expansion clonale cesse par un 
épuisement du LTe CD8+. La phase d'expansion est nécessaire pour augmenter le 
nombre de précurseurs et pour permettre la formation de LT ayant des fonctions 
effectrices spécifiques. Durant cette phase, plusieurs paramètres participant au devenir 
du LT seront décrits plus loin dans le manuscrit. 
1. Les cellules T effectrices 
a- Les LT CD4+ 
Les LTn CD4+ prolifèrent moins rapidement que les LTn CD8+, ainsi un délai de 
1 à 2 est jours est nécessaire aux cellules CD4+ pour atteindre le pic de prolifération par 
rapport aux LT CD8+ suite à une infection virale (212). Ceci s’explique par le fait que 
physiologiquement il n’est pas nécessaire d'avoir beaucoup de LT CD4+ activés par 
rapport au LT CD8+, car un LT CD4+ a la capacité d’aider plusieurs LT CD8+ et LB. La 
différenciation des LT CD4+ n’est pas seulement dépendante de la stimulation 
antigénique, mais aussi des facteurs extrinsèques tels que les cytokines comme décrit 
précédemment. Le rôle majeur des LTe CD4+ est d’inhiber la réplication virale par 
sécrétion de cytokines antivirales, d’activer les DCs et d’aider les LT CD8+ et les LB 
(212). L’aide des LT CD4+ dans la réponse des LT CD8+ sera détaillée plus loin dans le 
manuscrit. 
b- Les LT CD8+ 
Une brève stimulation de 2 à 24h in vitro est suffisante pour permettre la 
différenciation des LTn en LTe (213, 214), ce qui suggère que la différenciation est 
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programmée très tôt dans l’activation du LTn. Ce concept de programmation sera 
détaillé plus loin dans le manuscrit. 
Les LTe CD8+ se caractérisent par leur capacité à éliminer les cellules infectées 
grâce à leurs fonctions effectrices cytolytiques. En effet, grâce à la libération de granules 
lytiques riches en perforine et granzyme au niveau de l’interface du LT et de la cellule 
infectée, les LTe CD8+ vont engendrer l’apoptose de la cellule cible. Les LTe CD8+ 
interviennent dans l’élimination des cellules cibles via leurs mécanismes de 
dégranulations de granules lytiques, mais aussi via l'activation de récepteurs d’apoptoses 
tels que TRAILR (TNF-related-apoptosis-inducing-ligand receptor) et Fas. 
2. Activité cytotoxique des LTe CD8+ 
a- La perforine 
Les patients ayant une mutation au niveau du gène codant pour la perforine 
manifestent une diminution de leur réponse immunitaire face à des infections de 
pathogènes intracellulaires (215, 216). Les souris Perf-/- développent spontanément des 
lymphomes associés à une immunodéficience et à une incapacité à se protéger contre 
une infection virale (217-219).  
La perforine, qui est sous forme de monomère dans les granules lytiques, est 
libérée par exocytose au niveau de l’interface entre la CTL et la cellule cible (220). 
Ainsi une fois ancrée à la membrane, la perforine se polymérise pour former un pore 
cylindrique de 5 à 20 nm dans la membrane de la cellule cible (36, 221, 222). La 
présence des pores permet d’une part l’entrée passive des granzymes dans la cellule 
cible et d’autre part un débalancement osmotique de la cellule entrainant la mort 
cellulaire (222). Ces études sont remises en question par la démonstration que les pores 
générés par la perforine sont trop petits pour permettre l’entrée de molécules comme les 
granzymes (223, 224). En effet, l’équipe de Bleacklef et coll. montre que la perforine est 
dispensable puisqu’en son absence les granzymes ont la capacité de pénétrer dans la 
cellule cible. Pour se faire, la granzyme A agirait par association avec le récepteur 
mannose-6-phosphate présent à la surface de la cellule cible pour pénétrer dans la cellule 
via le mécanisme d’internalisation par endocytose. Ainsi une fois à l’intérieur les 
granzymes peuvent interagir avec leurs substrats et induire la mort cellulaire (225).  
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Un autre mécanisme cytotoxique a été décrit par l’équipe de Lierbeman et coll.. 
Ils ont montré que le flux calcique généré suite à la formation des pores de perforine 
entraîne l’activation de mécanisme de réparation de la membrane dans la cellule cible. 
En effet, les vésicules intracellulaires comme les lysosomes et endosomes ont la capacité 
de fusionner avec la membrane cellulaire pour en réparer ses dommages (226-230). Par 
conséquent, le duo granzyme/perforine va être internalisé dans la cellule cible par 
endocytose pour pouvoir induire la mort cellulaire. 
Même si des études montrent que, la perforine n’est peut-être pas essentielles 
pour l’entrée dans la cellule des protéases, elle reste essentielle pour la cytolyse (231). 
b- Les granzymes 
Les granzymes appartiennent à la famille des sérines protéases, ce sont des 
complexes moléculaires entrainant la mort cellulaire de manière dépendante ou 
indépendante des caspases. Les caspases sont des protéases à cystéines qui jouent un 
rôle essentiel dans les phénomènes d’apoptose, nécrose et d’inflammation. Ces protéases 
sont inactives dans le cytoplasme de la cellule et elles doivent être hydrolysées pour être 
activées. Les granzymes se divisent en 2 groupes : granzyme A et granzyme B. Ces deux 
protéases induisent indépendamment, mais en synergie la mort cellulaire (232). 
(i) La granzyme A 
La granzyme A est la protéase la plus abondante dans les CTL et dans les NK 
(233, 234). La granzyme A clive les protéines contenant des acides aminés basiques tels 
que l’arginine ou la lysine, et entraîne la mort cellulaire de manière caspase 
indépendante par clivage de l’ADN en simple brin. L’utilisation de la technique de 
chromatographie par affinité avec un mutant de la granzyme A a permis d’identifier la 
voie de signalisation de la granzyme A (235). Ainsi, il a été montré que la granzyme A 
est associée au complexe SET (270-420 KDa endoplasmic-reticulum associated 
complex). Ce complexe lui-même est associé à une protéine impliquée dans la torsion de 
l’ADN : HMG2 (high mobility group 2) et à une enzyme réparatrice de l’ADN : Ape1 
(human apurinic endonuclease 1) (236). L’interaction de la granzyme A avec ce 
complexe se fait principalement par une association avec le RE. Ainsi, la granzyme A va 
agir en clivant SET et HMG2 résultant à des perturbations d’assemblage des 
nucléosomes et à une incapacité au complexe SET/HMG2 à se fixer et à tordre l’ADN. 
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De plus, la granzyme A réduit les activités réparatrices en clivant l'enzyme endonucléase 
Ape1 via un mécanisme redox. Ces perturbations vont affecter le changement de 
structure de la chromatine qui est nécessaire pour la réplication, recombinaison, 
transcription, et réparation de l’ADN et vont faciliter l’accès de l’ADN aux 
endonucléases.  
(ii) La granzyme B 
La granzyme B clive ces cibles au niveau des acides animés acides, 
essentiellement l’acide aspartique. Elle peut induire la mort cellulaire par deux voies : (i) 
en activant directement la voie des caspases entrainant ainsi une fragmentation de 
l’ADN, de la membrane nucléaire et du cytosquelette (237) ou (ii) en activant la cascade 
de signalisation mitochondriale (238). Ces 2 mécanismes d’apoptose sont décrits plus 
loin dans ce chapitre. 
L’absence des molécules de perforines et granzymes n’affectent l’activité 
cytolytique puisque d’autres récepteurs peuvent prendre la relève comme FAS/FASL et 
TRAIL/TRAILR. 
c- FAS/FASL et TRAIL/TRAILR 
L’absence de la voie Fas/FasL entraîne chez l'homme et la souris un syndrome de 
lymphoprolifération (239). Fas est exprimé sur les LT et son ligand, FasL, sur les 
cellules cibles et les LT. L’activation de la voie Fas/FasL se traduit par la trimérisation 
du récepteur et par le recrutement au niveau de son domaine cytoplasmique du complexe 
FADD (fas-Associated death domain). Le complexe FADD associé en autre à la 
procaspase 8 forme le complexe DISC (death inducing signalling complex) (240). C’est 
dans le complexe DISC que la procaspase 8 va s’autoactiver par protéolyse. Ainsi, la 
caspase 8 activée va pouvoir agir de 2 façons pour entraîner la mort de la cellule : (i) soit 
par activation directe de la caspase 3 (ii) soit par formation de l’apoptosome. Ces 
mécanismes sont décrits plus loin dans ce chapitre. 
La voie de signalisation du récepteur TRAIL (TRAILR) est identique à celle de 
Fas/FasL. Cependant, TRAIL en plus d’être impliqué dans la lyse des cellules infectées 
et aussi impliqué dans l’élimination des cellules CTL qui n’ont pas reçu de l’aide des 
cellules CD4+ (241, 242). L'aide CD4+ est décrit en détail plus loin dans le manuscrit. 
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B. La phase de contraction 
Suite à l’élimination d’un antigène, les LTe CD8+ antigènes spécifiques déclinent 
de manière impressionnante suite à l’élimination de l’antigène. En effet, 90 à 95 % de la 
population antigène spécifique disparaît du sang et des organes lymphoïdes secondaires 
dans un délai de 1 à 2 semaines. Cette diminution dramatique est associée à la survie de 
5 à 10% de cellules qui auront la capacité de survivre tout le long de la vie de 
l’organisme sous la forme de LTm. 
Plusieurs groupes ont étudié les évènements associés à cette phase de mort 
précipitée, appelée la phase de contraction. Cette phase fait intervenir tous les 
mécanismes d'apoptose qu'une cellule peut effectuer et des mécanismes de sélection qui 
ne sont pas encore complètement connus. 
1. Les mécanismes de l’apoptose 
La mort cellulaire par apoptose se fait par l’activation de récepteurs apoptotiques 
aboutissant à l’activation des caspases. Ces partenaires apoptotiques vont être expliqués 
ci-dessous afin de pouvoir introduire les deux voies apoptotiques : intrinsèque et 
extrinsèque. 
a- Les récepteurs apoptotiques 
Suite à la fixation de leurs ligands spécifiques, les récepteurs apoptotiques vont 
recruter l’une des deux molécules adaptatrices au niveau de leur domaine cytoplasmique 
appelé « death domain » (DD) : soit la molécule adaptatrice FADD ou TRADD (TNF-
Receptor Associated DD). FADD contrôle la mort cellulaire par le recrutement et 
l’activation des caspase 8 et 10, tandis que TRADD contrôle les fonctions non 
apoptotiques par recrutement de kinases ayant un domaine DD telles que RIP-1 
(receptor-interacting protein-1) (243), des E3-ubiquitines ligases telles que TRAF2 
(TNF receptor-associated factor 2), et des inhibiteurs d’apoptose tel que cIAPs (cellular 
Inhibitor of apoptosis proteins) (244). Ces composants permettent l’activation du facteur 
de transcription NF-κB par phosporylation de IκB (inhibitor of NF-κB) et la voie des 
MAPKs (mitogen-activated protein kinases) telles que JNK (jun N-terminal kinase), 
p38, Erk1/2 (extracellular-signal-regulated kinase 1/2) et AKT (245-249). Les 
récepteurs apoptotiques se divisent en deux catégories basées sur la première protéine 
adaptatrice qu’ils fixent : (i) FAS, DR4, et DR5  qui se fixent à FADD, et (ii) TNFR1 et 
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DR3 qui lient TRADD. Cependant, les voies de signalisation peuvent s’entrecroiser 
entre les deux types de récepteurs à apoptose (250-252).  
b- Les caspases 
Les caspases jouent un rôle central dans la régulation et l’exécution de la mort 
cellulaire. Les caspases sont des protéases qui se caractérisent par la présence d’une 
cystéine au niveau de leur site d’activation. Les caspases peuvent être synthétisées 
comme des protéines précurseurs d’enzyme inactif : les zymogènes (253). Leur 
transformation en forme active survient avec le contact des récepteurs d’apoptose avec 
leur ligand, ou par autoprotéolyse (254). Les résultats des réactions protéolytiques dans 
lesquelles les caspases sont concernées, sont la rupture du cycle cellulaire, l’élimination 
des mécanismes de réparation et d’homéostasie, l’initiation de la séparation de cellules 
du tissu adjacent, la destruction des composants structuraux de la cellule et l’expression 
à la surface des cellules de signaux (comme des phosphatidyl-serines) entrainant leur 
phagocytose par les macrophages (255). Les activités des caspases sont régulées par 
plusieurs inhibiteurs naturels et synthétiques. Il existe plusieurs caspases ayant des 
fonctions différentes dans la cellule : les caspases -1, -4, et -5 participent essentiellement 
aux réponses inflammatoires, les caspases-8 et -9 initient la propagation des signaux 
d’apoptose, tandis que les caspases-3, -6 et -7 exécutent le programme d’apoptose à 
travers les clivages protéiques (256). 
2. Les différentes voies d’apoptose 
La mort cellulaire peut être déclenchée par l’activation de 2 voies distinctes : (i) 
la voie d’apoptose extrinsèque, qui met en vedette les récepteurs apoptotiques, les 
caspases et les molécules pro-apoptotiques et (ii) la voie intrinsèque qui est régulée par 
une balance entre les molécules pro-apoptotiques et anti-apoptotiques. 
a- La voie apoptotique extrinsèque. 
La voie extrinsèque fait intervenir les récepteurs d’apoptose dont chacun 
reconnaît un ligand spécifique (récepteur/ligand : TNFR1/TNF, FAS/FASL, DR3/TL1A, 
DR4/TRAIL, DR5/TRAIL) qui va entraîner leur oligomérisation (257, 258). La 
transduction du signal apoptotique débute par la formation du complexe protéique DISC 
au niveau du domaine cytoplasmique des récepteurs d’apoptose oligomérisés (259). Le 
complexe DISC constitue un regroupement des molécules adaptatrices DD (FADD ou 
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TRADD), de deux isoformes de la pro-caspases 8 a/b, de la pro-caspase 10 et de la 
forme cellulaire de FLIP (cFLIP : cellular caspase-8 (FLICE) like inhibitory protein). 
La formation du DISC résulte en l’activation des pro-caspases-8 et 10 par 
autoprotéolyse. L’action de la caspase-8 activée est dépendante de la quantité du 
complexe DISC présent dans la cellule. En effet, si le niveau d’expression de DISC est 
élevé celui de la caspase-8 activée le sera aussi, ainsi la caspase va pouvoir directement 
activer les caspases-6, -3 et -7. Par contre si la quantité du complexe DISC est faible, 
celui de la caspase-8 activée le sera aussi, donc la caspase-8 va agir par amplification 
des clivages protéiques pour activer la voie apoptotique. Effectivement, la caspase-8 va 
cliver les protéines de la famille Bcl-2 telle que BID pour générer un BID tronqué 
(tBID : truncated BID). Le fragment tBID va se localiser au niveau de la mitochondrie 
entraînant l’agrégation des molécules pro-apoptotiques BAX et BAK résultant à la 
libération du cytochrome c dans le cytoplasme (260). Ceci va permettre à l’apoptosome 
de se former en s'associant au cytochrome c, à la pro-caspase 9 et à la protéase APAF1 
(apoptotic-protease-activating factor-1). L’apoptosome va activer la pro-caspase-9 qui à 
son tour va stimuler les caspases-3, -6 et -7. De nombreuses études in vivo indiquent que 
le signal via Fas dans les cellules T est dirigé par activation de la voie intrinsèque dans 
des conditions de faible niveau du complexe DISC. En effet, il a été montré que dans les 
souris transgéniques pour BCL-2 ou déficientes pour BAX et BAK, les cellules T ne 
sont pas protégées de l’apoptose par Fas (261, 262). 
Le choix entre les deux voies extrinsèques (haut ou faible niveau du complexe 
DISC) dépend de la sensibilité des LT envers l’apoptose. En effet, l’apoptose peut être 
modulée soit par une diminution de l’expression de la protéine cFLIP (263-265), soit par 
une expression importante des molécules anti-apoptotique de la famille BCL-2, telle que 
BCL-2 ou BCL-XL (266), soit finalement par inhibition de la voie de Fas via la molécule 
de costimulation CD28 (267). De plus, il a été récemment montré que la voie Fas peut 
induire l’activation de plusieurs voies de signalisation impliquées dans la survie incluant 
la voie NF-kB, ERK1/2, JNK et AKT (245-248). 
b- La voie de signalisation intrinsèque 
Cette voie permet l’activation de la cascade des caspases suite à l’activation de la 
cellule via un stimulus incluant le RCT, les irradiations UV, l’absence de cytokines etc. 
La voie intrinsèque de l'apoptose est un équilibre entre l'activation des membres anti-
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apoptiques et pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Figure 29). Les molécules anti-
apoptotiques sont Bcl-2, Bf-1, Bcl-w, Bcl-xL, Bcl-B et Mcl-1 (268), se caractérisent par 
la présence de 3 ou 4 domaines BH3 et se situent dans le cytoplasme au niveau de la 
membrane mitochondriale, cellulaire, de l’enveloppe nucléaire ou du RE (268). Le 
groupe de molécule pro-apoptotiques est composé de Bax, Bak, Bok, Bcl-xS (variant du 
gène bcl-x), et Bcl-GL, et se caractérise par la présence de 2 ou 3 domaines BH3 et a 
une structure similaire à celle des molécules de pro-survies (268). Dans ce groupe se 
distingue un sous groupe ayant seulement un domaine BH3 (« BH3-only ») qui est 
constitué de Bad, Bcl-GS (un variant du gène bcl-b), Bid, Bik, Bim, Blk, Bmf, Hrk, 
Noxa et Puma (268). Cette voie de signalisation va résulter en la perméabilisation de la 
membrane mitochondriale (269, 270). Comme précédemment décrit, la perturbation de 
la membrane mitochondriale résulte à une libération du cytochrome c et à la formation et 
activation de l’apoptosome (253). 
3. La mort par apoptose des LTe 
La mort cellulaire par apoptose des LTe est nécessaire au rétablissement de 
l’homéostasie et est dépendante de deux mécanismes : AICD (Activated-Induced Cell 
Death) (259) ou ACAD (Activated-Cell Autonomous Death) (271). 
 
Figure 14: Schématisation des voies apoptotiques des LT. 
À gauche représentation de la mort apoptotique par AICD (Activated-Induced Cell Death) et à 
droite représentation de la mort apoptotique par ACAD (Activated-Cell Autonomous Death)  
a- L’apoptose par AICD 
Ce terme a été inventé en 1989 par le groupe de Green et coll. par l’observation 
de thymocytes mourant par apoptose suite à une activation via leur molécule CD3 (272). 
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Il est maintenant connus que la mort in vitro des hybridomes de cellules T ou de cellules 
T activées après une re-stimulation via leur RCT est menée par Fas ou TNFα (273). À la 
différence des LTe, les LTn sont résistants à l’AICD due à la présence d’une haute 
quantité de cFLIP (263). La cytokine IL-2 rend les LT sensibles à la mort par AICD en 
diminuant le niveau de cFLIP durant la phase S du cycle cellulaire (263). Cette mort 
cellulaire vise la stimulation des récepteurs d’apoptose (242, 259, 274-277).  
(i) Carence en cytokine 
Durant l’expansion clonale, la cytokine IL-2 est importante et lorsqu’elle devient 
limitante, les LT qui expriment l’IL-2R meurent par apoptose due à l’absence d’IL-2 
(278). En effet, il a été montré in vivo qu’un traitement avec l'IL-2 avant de vacciner les 
animaux entraîne une accumulation des LTe. Par contre, si le traitement est fait après la 
stimulation antigénique une délétion massive des LT est observée (279, 280). De plus, 
une sécrétion continue de l’IL-2 entraîne, au niveau des LT, une augmentation de 
l’expression de Fas et une diminution de FLIP suite à la stimulation de STAT-5 (via IL-
2Rβ), ce qui rend les LT sensibles à la mort cellulaire via Fas (263, 281, 282). Ainsi, 
l’IL-2 agit aussi bien positivement (pendant la phase d’expansion) que négativement 
(pendant la phase de contraction) sur les LT. Ceci laisse sous-entendre que la mort par 
AICD peut être dépendante de facteurs de transcription activés selon le cycle cellulaire 
de la cellule. En effet, il a été montré que la stimulation du RCT entraîne l’activation du 
facteur de transcription E2F-1 (facteur impliqué dans la régulation des gènes lors de la 
prolifération cellulaire (283)), ainsi que les gènes régulaient par p53 tel que p73 (facteur 
qui régule le stress et le développement des cellules (284)) (285, 286). L’expression d'un 
dominant négatif ou l’inactivation des gènes E2F-1 ou p73 chez la souris résulte à une 
absence d’apoptose via la voie de l’AICD (285). La mort cellulaire entrainée par la 
carence en cytokine est indépendante des caspases proximales, mais dépendante des 
caspases en aval. En effet, les souris déficientes pour Fas ou FADD, ou surexprimant un 
inhibiteur de la caspase 8 (tel que crmA: cytokine response modifier a) montrent un 
défaut au niveau de la voie apoptotique dépendante de Fas, sans affecter la voie 
dépendante de la carence en cytokine. Inversement, les souris surexprimant Bcl-2, ou 
déficientes pour Bim ou pour simultanément Bax et Bak montrent aucun problème au 
niveau de la voie d’apoptose dépendante de Fas, mais un défaut est observé au niveau la 
voie apoptotique dépendante de la carence en cytokine (261, 262). 
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b- Suicide ou homicide? 
Durant l’activation des LT, ces cellules expriment transitoirement FasL et TNF. 
Ces ligands peuvent s’engager avec leurs propres récepteurs présents sur la cellule ou 
avec ceux adjacents à la cellule (287, 288). La voie Fas est prédominante dans la mort 
par AICD, puisque les souris Fas déficientes manifestent un délai avant la délétion de 
LT pour donner suite à l’administration in vivo d’un superantigène ou un d’antigène 
(289, 290). Ces résultats soulignent le fait que l’interaction Fas/FasL agit plus tôt que 
TNFR/TNF dans la mort AICD durant la phase de contraction (291). 
c- L’apoptose par ACAD 
La mort cellulaire par ACAD est dépendante du ratio entre les molécules anti-
apoptotiques et pro-apoptotiques de la famille BCL-2 au niveau de la mitochondrie (271, 
292) (Figure 14). L’ACAD se caractérise par une diminution de l'expression de Bcl-2 
qui est causée par différents mécanismes: (i) soit via une diminution des cytokines qui 
soutiennent l’expression de Bcl-2, tel que IL-2 dont la sécrétion est réduite lors de la 
phase de contraction,(ii) et/ou via la présence des ROS (reactive oxygen species) qui 
inhibent la synthèse des anti-oxydants protégeant les LT de l'apoptose (293) (iii) et/ou 
via la présence des PTEN (Phosphatase and tensin homolog) qui inhibent l'activité 
d'AKT, kinase impliquée dans l'activation de Bcl-2. En effet, les cellules T déficientes 
pour PTEN sont résistantes à l'apoptose (294). La diminution de l’expression de Bcl-2 
dans les LT est probablement le déclenchement du débalancement de l'équilibre entre les 
molécules pro-apoptotiques et anti-apoptotiques. 
Les membres de la famille BCL-2 agissent dans l’apoptose au niveau du 
cytochrome c et de l’apoptosome (295-297). Les membres BH3-only appartenant à la 
famille Bcl-2 agissent plutôt comme senseurs des signaux apoptotiques qui se traduisent 
par une initiation des cascades de signalisation en activant Bax et Bak (298). Les 
molécules anti-apoptotiques agissent en séquestrant les BH3-only protéines ce qui 
permet la survie de la cellule. Noxa (299) et Puma (300, 301) sont les cibles du 
surpresseur de tumeur p53 qui est induit lors d’un dommage à l’ADN. Bad est activé via 
la protéine kinase A et AKT, et agit principalement dans des situations de carence en 
cytokine (302) (Figure 14). 
d- Autres mécanismes régulant l’apoptose 
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(i) La voie NFkB 
NF-κB est un facteur de transcription inactif dans le cytoplasme de la cellule due 
à sa séquestration avec l’inhibiteur IκB. La signalisation du RCT entraîne la 
phosphorylation de IκB et donc l’activation de NF-κB. NF-κB actif va se diriger vers le 
noyau pour exercer sa fonction de transcription de gènes spécifiques. NF-κB peut 
prévenir de la mort par AICD en favorisant la transcription de molécules anti-
apoptotiques tels que Bcl-XL ou en activant cFLIP (267, 303-305). La perte de NF-κB 
conduit à une augmentation des réactifs ROS (Reactive Oxygen Species) dans la cellule 
(306, 307). Cette augmentation supprime l’expression de Bcl-2 menant à la mort des LT 
via la voie intrinsèque de l’apoptose (308). De plus NF-κB module des facteurs de 
survie comme le surpresseur de tumeur p73 (309). L'augmentation de l’expression de 
p73 est associée à une mort par AICD (285). Ces données montrent que le facteur de 
transcription NF-κB est impliqué dans des signaux de survie et de mort cellulaire 
programmée par sa séquestration ou sa libération dans le cytosol (310, 311). 
(ii) La voie HPK1/HPK1-C 
HPK-1 (hématopoietic progenitor kinase 1) a son activité kinase fortement 
augmentée suite à la stimulation du RCT. Cette stimulation va entraîner le clivage de la 
portion C terminal de HPK1 formant ainsi HPK1-C (312, 313). La forme HPK1-C 
supprime les effets de survie en favorisant la séquestration de NF-κB via le complexe 
IκB rendant la cellule susceptible à l’apoptose. En effet, la séquestration de NF-κB 
empêche la transcription des gènes de survie. À l’opposé, la forme complète de HPK-1 
active le complexe IκK (inhibitor kappa B cell kinase) qui est important pour la 
phosphorylation d’IκB et par conséquent la libération et l’activation de NF-κB. Ainsi, la 
forme complète de HPK-1 donne une résistance à la mort par AICD dans les LT (314). 
(iii) Les cathepsines 
Les cathepsines sont des protéases du lysosome, elles sont synthétisées sous 
forme de proenzymes (315), transportées dans les vésicules du lysosome et activées via 
un clivage protéolytique pour être transloquées dans le cytosol (315). Une fois dans le 
cytosol, les cathepsines peuvent induire la mort cellulaire par activation de la voie 
mitochondriale (316, 317) ou des récepteurs d’apoptose (318). Il a été montré que la 
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cathepsine B joue un rôle dans l’apoptose des cellules T (319) via l’activation des 
caspases (320, 321) ou via le clivage de substrat nucléaires (320, 322). 
(iv) La famille Nur77 
Cette famille a été préférentiellement étudiée dans le développement des 
thymocytes dans le cadre de la sélection négative. Mais dans mes travaux, j’ai observé 
une implication d’un membre de cette famille dans la phase de contraction, je vais donc 
vous faire un résumé de ce que l’on sait sur cette famille.  
Cette famille est composée des membres Nor-1 (neural derived orphan 
receptor), Nur77 et Nurr1, ceux sont des récepteurs aux stéroïdes orphelins (Orphean 
steroid receptor) ayant une haute homologie avec la famille des récepteurs de stéroïdes 
(323). Leur expression est régulée par le signal RCT via le flux calcique et ils sont 
impliqués dans l’apoptose des thymocytes autoréactifs durant la sélection négative (323, 
324). Il a été démontré que le dominant négatif de Nur77 inhibe l’activation du RCT 
dans des hybridomes T in vitro (325, 326), et in vivo, il entraîne un défaut au niveau de 
la délétion des thymocytes autoréactifs (327, 328). De plus, les souris exprimant de 
manière constitutive Nor1 ou Nur77 montrent une mort massive des thymocytes (329). Il 
a aussi été observé que le niveau de l’activité du gène codant pour Nur77 corrèle avec 
l’étendue de l’apoptose des thymocytes. Or la transcription de Bim est critique pour 
l’apoptose des thymocytes autoréactifs, ceci permet de spéculer que la transcription de 
Nur77 et Bim sont impliquées dans la sélection négative des thymocytes (330). 
L’activation transcriptionnelle de Nur77 résulte à sa capacité à sortir du noyau pour se 
diriger vers la membrane mitochondriale et à interagir avec les membres de la famille 
BCL-2 en les rendant apoptotiques. En effet, il a été montré que Nur77 à la capacité de 
se fixer à la molécule anti-apoptotique Bcl-2. Nur77 se lie dans la boucle N terminale de 
Bcl-2 entre le domaine BH4 et BH3 ce qui entraîne un changement de conformation 
(331, 332). Cette modification structurale se traduit par un changement de la fonction de 
Bcl-2, effectivement Bcl-2 est convertie en molécule pro-apoptotique (332). Mais il a 
récemment été montré par l’équipe de Winotoo, que Nor-1 et Nur77 interagissent 
simultanément avec Bcl-2 pour engendrer la nouvelle fonction apoptotique de Bcl-2 
dans les thymocytes (330). De manière intéressante il a été démontré que suite à une 
immunisation avec LM (Listeria monocytogenes), les LTe CD4+, au pic de la réponse, 
augmentent le niveau d’expression de Bim, Nor-1 et diminue celui de Bcl-2 (333) Ces 
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résultats tentent à suggérer que Nor-1 est impliqué dans l’apoptose de LTe par inhibition 
de l’activité anti-apoptotique de Bcl-2. 
C. Les mécanismes de sélection : la vie ou la mort?? 
Suite à l’élimination de pathogène au pic de la réponse, 90 à 95% des LTe vont 
mourir par apoptose alors que seulement 5 à 10% vont se différencier en LTm. Les LTm 
sont des cellules ayant des caractéristiques spécifiques (qui seront décrites dans le 
chapitre suivant) leurs permettant de protéger l’organisme à long terme contre le 
pathogène pour lequel elles sont spécifiques. Ces cellules T sont primordiales pour la 
protection de l’organisme. Ainsi, la compréhension de leur formation est importante 
dans le but thérapeutique de l’amélioration de la vaccination entre autres. 
Plusieurs études, dont celles que j’ai réalisées durant mon doctorat, ce sont 
intéressées à savoir comment 5 à 10% des LTe sont sélectionnés pour survivre et se 
différencier en LTm? Quelles sont les différences phénotypiques, génétiques des LTe 
qui survivent par rapport aux LTe qui meurent par apoptose? 
Pour répondre à ces questions, des marqueurs intracellulaires et extracellulaires 
ont été étudiés afin de trouver dans la population des LTe CD8+ les marqueurs qui 
permettront de distinguer les LTe qui vont mourir par apoptose versus ceux qui vont 
survivre. Ces études ce sont basées sur l’expression de marqueurs de migration des LTe 
(expression de CD62L, CCR7), sur les fonctions effectrices des LTe (granzyme A/B, 
perforine, sécrétion des cytokines), et selon leur capacité à proliférer et à survivre (Bcl-
2, IL-7R, CD122, CD28, KLRG1…). Cependant, l’expression de ces marqueurs varie 
selon le type et la durée de l’infection, selon les cytokines environnementales, la 
fréquence des LTn spécifiques d’un antigène (346, 347, 348, 349, 360) et leur 
localisation dans le corps, ce qui rend difficile la compréhension du choix décisif que 
font les LTe au pic de la réponse : survivre à long terme ou la mort par apoptose. C’est 
ainsi que des modèles de différenciation ont été décrits pour essayer de comprendre 
l’origine des précurseurs des LTm : (i) le modèle de différenciation linéaire qui propose 
une différenciation séquentielle des LTn en LTe et LTm (Figure 15) et (ii) le modèle de 
différenciation divergente qui suggère que les LTn choisissent de se différencier soit en 
LTe soit en LTm lors de la rencontre avec l’antigène (Figure 16). Or, ces deux modèles 
ne permettent de pas ne regrouper toutes les études faites sur la compréhension de choix 
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décisif (vie ou mort) des LTe. Ainsi, un troisième modèle a été mis en place dans lequel 
les modèles de différenciation linéaire et divergente peuvent être combinés. Ce modèle 
fait intervenir le concept de différenciation progressive en fonction du temps (Figure 
17).  
Dans les paragraphes suivants, chacun des modèles sera expliqué et les 
expériences amenant à la description de ces différents modèles seront décrites. 
1. La différenciation linéaire 
Dans ce modèle linéaire, les LTn se différencient en LTe suite à la 
reconnaissance de l’antigène. Après l’élimination du pathogène, 5 à 10% des LTe vont 
devenir des LTm. Soit dans ce modèle, les LTm sont issus des LTe. C’est donc un 
modèle de différenciation séquentielle du LTn en LTe et en LTm. 
 
Figure 15: Représentation de la différenciation linéaire. 
Suite à la reconnaissance, via le RCT, du complexe CMH/peptide présent à la surface des CPA, 
tous les LTn (cellule prolifèrent et se différencient en LTe (cellule bleue). Et suite à l’élimination 
de l’antigène, 90 à 95% des LTe vont mourir par apoptose alors que seulement 5 à 10% des LTe 
vont survivent et se différencier en LTm (cellule verte).  
Les premières études qui soutiennent ce modèle ont été effectuées en 1999. 
L’étude de Jacob et coll. utilise un système de souris transgénique CreLoxP dans lequel 
les LTm et leurs précurseurs sont irréversiblement marqués par un gène rapporteur 
(334). L’expression de ce gène rapporteur est dépendante de l’activation du promoteur 
codant pour la granzyme B (334). L’immunisation de cette souris transgénique avec le 
virus LCMV entraîne l’apparition d’une population marquée avec le gène rapporteur 
CD8+ au pic de la réponse et qui a la capacité de survivre à long terme ce qui démontre 
que les LTm dérivent de cellules ayant des fonctions effectrices (334). L’étude 
d’Opferman et coll. est en accord avec ce modèle. En effet, suite à une stimulation in 
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vitro, cette équipe démontre qu’il est nécessaire que les LT effectuent un certain nombre 
de division cellulaire (au moins 9) pour pouvoir survivre à long terme en tant que LTm 
(335). Les études de Kaech et coll. comparant le profil génétique des LTn, LTe et LTm 
suite à une infection à LCMV, ont mis en évidence que la perte des fonctions effectrices 
par les LTe CD8+ et l’acquisition des propriétés de LTm se fait de façon progressive au 
cours du temps (336). Très récemment, un autre modèle d’étude a été développé 
favorisant le modèle de différenciation linéaire. En effet, Bannard et coll. ont généré un 
modèle de souris transgénique permettant de suivre les LT qui ont acquis des fonctions 
effectrices à l’aide du gène rapporteur EYFP (enhancer yellow fluorescent protein) 
(337). Dans ce modèle de souris, le gène codant pour l’enzyme recombinase Cre est 
inséré dans le gène codant pour la granzyme B et est dépendant d’un traitement au 
tamoxifen. Soit, dès l’activation promoteur codant pour le gène de la granzyme B et 
d’un traitement au tamoxifen, l’enzyme recombinase Cre est transcrit et peut donc 
permettre l’expression du gène rapporteur EYFP en agissant sur ses substrats loxP (337). 
Ainsi, grâce à ce modèle de souris, les auteurs ont démontré que l’acquisition des 
fonctions effectrices se fait quelques divisions après la reconnaissance de l’antigène, et 
que les LT ayant acquient des fonctions effectrices ont la capacité de survivre à long 
terme en tant que LTm (337). Ainsi, cette étude est en faveur du modèle de 
différenciation linéaire, en suggérant que les LTm proviennent des LT ayant acquis des 
fonctions effectrices.  
Les travaux de Hu et coll. supportent le modèle de différenciation linéaire des LT 
CD4+ pour expliquer le développement des LTm CD4+ (338). Pour ce faire, les auteurs 
mettent en culture pendant 3 jours des LT activés sans stimulation. Pendant, la culture 
certaines cellules meurent par apoptose tandis que d’autres survivent (338). Par la suite, 
les cellules T survivantes sont greffées dans une souris receveuse CMH II déficiente. 
Après 2 à 14 jours de greffe, les auteurs observent que 14% des LT CD4+ transférés sont 
toujours présents représentant ainsi les LTm (338). Ainsi, les auteurs suggèrent que les 
LTm sont des descendants des LTe. L’équipe de Weaver a développé un modèle de 
souris transgénique pour comprendre le choix de différenciation des LTe CD4+ (339). 
Dans ce modèle de souris transgéniques, les LT exprimant le gène codant pour l’IFN-γ 
seront associés à l’expression du gène rapporteur codant pour le marqueur allogénique 
Thy1.1 (339). Ainsi les LT IFN-γ+ seront aussi Thy1.1+. Les auteurs démontrent que les 
  
46
LTm CD4+ sont à l’origine de LTe IFN-γ+Thy1.1+, ce qui suggère que les LTe sont les 
progéniteurs des LTm CD4+ (339). 
Dans ce modèle linéaire, le choix des LTe qui survivent pour devenir des LTm 
serait basé sur la compétition pour les nutriments, les cytokines, les facteurs de 
croissance, l’antigène ou autres ressources environnementales qui limiteraient le nombre 
de LTe capable de survivre à la phase de contraction (340). Cependant même si ces 
différentes études soutiennent la différenciation linéaire, elles ne peuvent pas exclure 
l’idée que les précurseurs des LTm sont présents au pic de la réponse dans la population 
de LTe et que ces précurseurs se distinguent, des LTe qui meurent par apoptose, par un 
facteur intrinsèque qui peut être activé soit lors de la reconnaissance de l’antigène ou 
soit durant la phase d’expansion. On ne peut pas exclure non plus l’idée que durant la 
première division cellulaire du LT, suite à la reconnaissance de l’antigène, le choix de 
différenciation est déjà programmé, et que les précurseurs des LTm progressent en 
parallèle des LTe.  
2. Modèle de différenciation divergente 
Dans ce modèle de différenciation, suite à la reconnaissance de l’antigène, le 
LTn a le choix de se différencier soit en LTe qui va mourir par apoptose, soit en LTm 
qui va survivre à long terme dans l’organisme (Figure 16). 
 
Figure 16: Représentation de la différenciation divergente des LT. 
Suite à la reconnaissance de l’antigène par le RCT, les LTn (cellule marron) activés ont le choix 
de se différencier soit en LTm (cellule verte) soit en LTe (cellule bleue) dont leur devenir sera la 
mort par apoptose. 
Ce modèle a été originalement supporté par les travaux de Manjunath et coll. 
montrant que les cytokines influencent la différenciation en LTe ou LTm. En effet, en 
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présence d’une haute concentration d’IL-2, les LTn acquièrent des propriétés de LTe 
tandis qu’en présence d’une forte concentration de IL-15, ils se différencient en LTm. 
D’autre part, si les LT sont stimulés en présence d’une forte concentration d’IL-2 et 
d’IL-15, aussi bien les LTe que LTm sont présents et se distinguent par leurs capacités 
de migration (205). La cytokine IL-15 favorise une migration des LT vers les ganglions, 
alors que l’IL-2 dirige préférentiellement les LT vers les sites d’inflammations (204). 
L’équipe de Pamer défend ce modèle de différenciation divergente par 
l’utilisation de deux souches bactériennes qui diffèrent d’un épitope. En effet, les auteurs 
mettent en évidence que dans un cas les LTm CD8+ sont générés sans passer par le stade 
LTe (341). Ceci suggère que les LTn peuvent directement se différencier en LTm. 
Une autre étude pouvant être considérée comme étant en faveur du modèle de 
différenciation divergente, est celle mettant en évidence qu’une immunisation avec les 
DCs accélère la génération des LT avec un phénotype de LTm. L’accélération du 
développement des LTm est dépendant du faible taux d’inflammation présent lors de la 
réponse immune (342, 343).  
Par ailleurs, l'équipe de Reiner et coll. montre que lors de la première division 
cellulaire, la cellule fille qui est la plus proche de la CPA (cellule fille proximale) a une 
capacité vigoureuse de prolifération identique à celle des LTe; tandis que la cellule fille 
en position distale par rapport à la CPA se divise plus lentement et se différencie en 
LTm (344). Cette étude soulève l’idée d’une division asymétrique des LTn dès la 
première division cellulaire générant des cellules filles qui se distinguent par leur 
capacité à devenir ou non des LTm (344). Ainsi, cette étude soutient le modèle de 
différenciation divergente en suggérant que le choix de différenciation s’exécute dès la 
reconnaissance de l’antigène.  
Récemment, l’équipe de Palmer a aussi développé une souris transgénique pour 
étudier la relation entre les LTe et les LTm CD8+ (345). Dans cette étude, une mutation 
est introduite au niveau de la portion transmembranaire de la chaîne β du RCT (345). 
Les auteurs ont démontré que suite à une infection avec LM, les LT transgéniques CD8+ 
spécifiques de l’antigène ont la capacité de proliférer et de se différencier en LTe (345). 
Cependant, le développement des LTm spécifiques de l’antigène est affecté par la 
mutation au niveau de la chaîne β du RCT (345). Ce défaut corrèle avec une faible 
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polarisation du RCT à la SI sans pertuber l’interaction stable avec la CPA in vitro (345). 
De plus, les auteurs démontrent un défaut dans le recrutement de molécule PKCθ à la SI 
et dans l’induction du facteur de transcription NF-κB (345). Cette étude suggère que un 
signal spécifique du RCT est dispensable pour la formation des LTe mais indispensable 
pour le développement des LTm. Cette observation suggère que le choix de 
différenciation est événement intrinsèque à la cellule T qui est effectuée suite à la 
reconnaissance de l’antigène.  
3. Modèle de différenciation progressif 
Tel que mentionné ci-dessus, plusieurs expériences en faveur du modèle de 
différenciation linéaire peuvent aussi être interprétées selon le modèle de différenciation 
divergente. En effet, rien n’exclut que les précurseurs des LTm évoluent en parallèle 
avec la population de LTe, ni que le choix de différenciation est établi par le signal RCT 
lors de la rencontre de l’antigène. Par ailleurs, le choix de différenciation divergente fait 
référence à un événement très précoce dans la stimulation de la cellule T. Cependant, il 
est difficile dans ce mode de différenciation de suivre les cellules filles qui, suite à la 
reconnaissance de l’antigène, auront les capacités de se différencier en LTm. C’est ainsi 
que l’idée de différenciation progressive est décrite. En effet, l’équipe de Lanzavecchia a 
proposé le concept de « fitness ». Ceci définit une différenciation progressive des LTe 
contrôlée par la force du signal RCT reçu par chacun des LTn au cours de leur activation 
(346, 347). En effet, dans cette étude il a été montré que des LT ayant une stimulation du 
RCT faible ou courte meurent par négligence. Par contre, les LT ayant reçut un fort et 
long signal RCT ont la capactié de survivre et donc éventuellement devenir des LTm 
(346, 347). Ce concept peut être intégré dans les deux modèles de différenciation. 
Le modèle de différenciation progressif, suggère que la force et la durée de la 
stimulation, la costimulation, l’aide des LT CD4+ (qui sera décrit dans le chapitre 
suivant de cette thèse) et les cytokines inflammatoires (IL-12, IFN-γ, IFN-β et IFN-α) 
peuvent exercer un signal unique sur les LT menant à un degré de variation de 
stimulation et donc de différenciation du LT. De plus, l’action de ces facteurs peut 
spatialement et temporellement diverger, suggérant que le LT peut se différencier 




Figure 17: Représentation de la différenciation progressive des LT. 
Suite à la reconnaissance de l’antigène, les LTn (cellule marron) se différencient selon un 
gradient de stimulation (flèche grise) acquièrent des propriétés selon un gradient de propriétés 
(flèche verte) qui leur permettent de survivre en se différenciant en LTm (cellule verte) ou se 
différencier en LTe (flèche bleue) qui vont mourir par apoptose (cellule bleue). Cette 
différenciation progressive dépendant de gradients peut aussi bien se réaliser dans un concept 
de différenciation linéaire (en haut de la figure) ou divergent (en bas de la figure). Adapté de 
l’article (348) 
Suite aux différentes études appuyant le modèle de différenciation progressive 
qui seront décrites ci-dessous, il a été établi que les LT mourant par apoptose 
représentent des LTe ayant atteint un stade de différenciation terminal : les SLEC (Short 
lived effector cell). A la différence, les LTe ayant la capacité de survivre dans 
l’organisme en tant que LTm sont considérés comme des MPEC (memory precursor 
effector cell) (348, 349).  
Dans les travaux de Joshi et coll. il a été montré que la quantité d’inflammation 
lors de la rencontre de l’antigène a une influence sur le devenir des LTe en agissant sur 
le programme génique des LTe. En effet, il est montré qu’en présence d’inflammation le 
facteur de transcription T-bet est fortement exprimé ce qui favorise une différenciation 
en SLEC (349). À la différence, une diminution de l’inflammation est associée à une 
diminution de l’expression de T-bet ce qui favorise le développement des MPECs (349). 
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Ces résultats montrent une influence de l’inflammation sur le programme génétique et 
donc sur le choix de différenciation des LTe (349). Ceci suggère que le choix de 
différenciation se fait progressivement dans le temps et est dépendant des cytokines 
environnantes. Par ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence que la maturation 
fonctionnelle des MPECs prend place au cours du temps par l’acquisition de propriétés 
de prolifération et d’expression de l’IL-2, Bcl-2 et CD62L (336, 350-353). De plus, il a 
été montré que l’expression de facteurs de transcription au cours du temps sont 
impliqués dans le choix entre la survie ou la mort par apoptose, tels que les facteurs de 
transcription Bcl-6, T-bet, Eomes, Id2 et Blimp-1 (349, 354-358). Ainsi, la 
différenciation progressive peut être contrôlée par des stimulations successives 
d’antigène ou par d’autres signaux (359). Par conséquent, des facteurs intrinsèques et 
extrinsèques intervenant progressivement au cours de la réponse immune influencent le 
devenir du LT. Ces facteurs seront détaillés dans le chapitre suivant.  
L’étude de des Moulton et coll. sur la différenciation des LT CD4+ est associée à 
une différenciation divergente or ont peut aussi lui associé un état de différenciation 
progressive (360). En effet, il a été montré que les LTn CD4+ spécifiques activés 
pendant 1, 2 ou 3 jours in vitro ont des caractéristiques des LTm CD4+ suite à un 
transfert adoptif dans hôte normal (360). Cependant, ces travaux dénotent un gradient de 
différenciation des LTn CD4+ défini par leur phénotype, leur capacité à sécréter de 
l’IFN-γ et à proliférer (360). Ainsi, l’idée de différenciation progressive est aussi 
applicable à cette étude. 
Toutes ces études font référence à une programmation du LT selon les facteurs 
environnementaux pouvant influencer le devenir de la cellule T. Or, le concept de 
programmation peut avoir lieu lors d’un événement encore plus précoce que l’influence 
de l’effet des cytokines inflammatoires durant la phase d’expansion. En effet, on peut 
supposer que le choix de la cellule est dépendant de la force du signal RCT suite à la 
reconnaissance de l’antigène. Il est possible de suggèrer que les LT qui pourront 
survivre à long terme sont des cellules dont la force du signal RCT est optimale pour 
activer l’expression de facteurs de transcription ou de récepteurs de cytokines impliqués 
dans le développement des LTm. C’est ainsi, que dans le laboratoire nous avons émis 
l’hypothèse que la force du signal RCT peut influencer le devenir des LT. En faveur de 
cette hypothèse, il a été montré qu’un défaut dans la molécule d’adhésion ICAM-1 
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affecte le développement des LTm CD8+ sans affecter la phase d’expansion (69). Ces 
résultats suggèrent que l’interaction entre le LT et l’APC est un événement important 
dans le choix du devenir des LT.  
D. Facteurs intrinsèques et extrinsèques régulant le 
développement des LTm 
Comme décrit ci-dessus, il est difficile d’identifier les précurseurs des LTm. 
Cependant, de nombreuses études ont mis en évidence des facteurs intrinsèques et 
extrinsèques qui interviennent dans le choix de différenciation des LT. Ces facteurs sont 
représentés de manière indépendante dans mon manuscrit, mais il en va de soit qu’un 
facteur intrinsèque peut influencer un facteur extrinsèque et inversement. 
1. Facteurs intrinsèques 
a- Les molécules de surface 
Les populations de LTe sont très hétérogènes, et chaque sous-groupe se distingue 
par l’expression de certains marqueurs de surface permettant aux immunologistes 
d’essayer de déterminer les précurseurs des LTm. 
En effet, au pic de la réponse, suite à une infection à LCMV, certains LTe 
expriment le récepteur à IL-7 (IL-7Rhigh) tandis que d’autres perdent l’expression de ce 
récepteur (IL-7Rlow). Les LT CD8+ IL-7Rhigh sont considérés comme les précurseurs des 
LTm puisqu’ils sont capables de survivre dans l’organisme en absence d’antigène suite à 
un transfert adoptif contrairement aux LT CD8+ IL-7Rlow (351). De plus dans l’étude de 
Badovinac et coll., dans laquelle les auteurs réduisent la phase de contraction par une 
absence d’inflammation lors de l’infection, les LT qui survivent corrèlent avec 
l’expression de l’IL-7R (343). Cependant, l’expression de l’IL-7R n’est pas le marqueur 
spécifique des LTm CD8+, puisque dans une situation d’immunisation avec un antigène 
émulsifié dans de l’adjuvant de Freund ou présenté par des DCs, les LTe générés 
expriment tous le récepteur à IL-7 bien que seuls 5 à 10% des LTe deviennent des LTm 
(361). Le marqueur KLRG1 (killer cell lectin-like receptor G1) a récemment été associé 
à l’expression du récepteur à l’IL-7. Effectivement, les travaux de Joshi et coll. montrent 
que la réduction du récepteur à IL-7 corrèle avec l’augmentation de KLRG1 ceci suite à 
une infection LCMV (349). Ainsi dans des conditions d'inflammation, les précurseurs 
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des LTm définis comme des cellules n’ayant pas atteint le stade de différenciation 
terminal, soit les MPECs, sont IL-7Rhigh KLRG1low tandis que les LTe qui se rendent au 
stade de terminal de différenciation, soit les SLECs, sont IL-7Rlow KLRG1high. De plus, 
ces différences de profils coïncident avec l’expression du facteur de transcription T-bet 
qui est fortement exprimé chez les SLECs et faiblement chez les MPECs (349) ainsi 
qu’avec la présence de la cytokine IL-12 (349, 362).  
b- T-bet et Eomesodermine (Eomes) 
T-bet a été découvert par l'équipe du laboratoire de Glimcher en 2002 (363), c'est 
un facteur de transcription appartenant à la famille T-box, il est responsable de la 
différenciation des LT CD4+ en Th1 (6). Eomes appartient à la même famille et est 
considérée comme le « complice » de T-bet. Ces deux facteurs de transcription sont 
impliqués dans de nombreux aspects biologiques des LT (349, 356, 364). Effectivement, 
les souris doubles déficientes pour T-bet et Eomes manifestent une diminution du 
nombre de LTm CD8+ qui peut être associée à une perte de la chaîne CD122 (IL-2Rβ), 
chaîne commune au récepteur à IL-2 et IL-15 (IL-2 étant impliqué dans la phase 
d’expansion et l’apoptose et IL-15 dans la génération des LTm) (356). T-bet et Eomes 
participent aussi à l’induction de la transcription des gènes codant pour la granzyme B, 
la perforine et l’IFN-γ (364, 365). Toutes ces données suggèrent que T-bet et Eomes 
jouent un rôle dans l’investigation et le soutien d'un programme moléculaire régulant la 
différenciation des LTe en LTm (356, 366). En effet, il a récemment été montré que 
l’expression de T-bet influence le devenir des 2 sous groupes de LTe, SLEC et MPEC,  
présents au pic de la réponse après une immunisation avec LCMV (349). En présence 
d’inflammation et de la cytokine IL-12 une augmentation de l’expression de T-bet est 
observée dans les SLEC durant la phase effectrice. À la différence, l’expression de T-bet 
est diminuée dans les MPEC (349, 367). De plus, il a été montré que l’expression de T-
bet et Eomes sont régulées par la présence d’IL-12. La cytokine IL-12 active 
positivement la transcription de T-bet mais négativement celle d’Eomes (356, 368). Ces 
données coïncident avec les résultats montrant une augmentation du nombre de LTm en 
absence de l’IL-12 (343, 369). Ces résultats révèlent que le niveau d’inflammation 
influence le taux d’expression des facteurs de transcription T-bet et Eomes qui à leur 
tour influencent le devenir du LTe. Un haut niveau d’inflammation, entraîne une 
augmentation de l’expression de T-bet et donc favorise la génération des SLECs. 
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Inversement, nous pouvons supposer qu’un déclin de l’inflammation favorise la 
transcription d’Eomes et donc la génération des MPECs. De plus, les travaux 
d’Interfloker et coll., montrent que T-bet réprime l’expression d’IL-7R lors du passage 
des LT dans le compartiment des LTm ce qui augmente la taille de la population 
destinée à rester LTe et à mourir par apoptose (367). Ainsi, le ratio T-bet/Eomes est 
important dans la transition LTe en LTm CD8+ (348). 
c- Serine protéase inhibitrice (Spi) 
Les membres appartenant à la famille des sérines protéases sont des inhibiteurs 
de protéases lysosomales induits par NF-κB et sont impliqués dans la protection des 
CTL contre l’apoptose (370). Les deux membres, Spi2A et Spi6 inactivent les molécules 
de granzymes B qui s’échappent des granules cytolytiques (371-373). En effet, une 
déficience de Spi6 ou Spi2A entraîne une diminution du nombre de CTL obtenu suite à 
une infection LCMV. Cette réduction du nombre de CTL est associée à une 
augmentation de l’activation de granzyme B qui en s’échappant des granules lytiques 
entraîne la mort cellulaire (373, 374). Par ailleurs, des souris déficientes en CD8+ et 
irradiées qui sont reconstituées avec des précurseurs de la moelle osseuse préalablement 
transfectés avec un ARNm anti-sens codant pour la protéase Spi2A, développent un 
défaut dans la phase d’expansion clonale et dans la taille de la population LTm suite à 
une infection LCMV (372). L’inhibition de Spi2A par un ARNm antisens est associée à 
une augmentation de la cathepsine B et de la caspase 3 qui sont impliquées dans la mort 
par AICD (372). Ces données suggèrent que les serines protéases sont impliquées dans 
la génération de LTm en protégeant les LTe de la phase de contraction (375). 
d- ID2: inhibitor of DNA binding 2 
Les protéines Id s’associent aux E-protéines pour empêcher ces dernières de se 
fixer à l’ADN. Les E protéines sont des répresseurs ou des activateurs de la transcription 
(376-378). Les Id protéines sont impliquées dans le développement et le maintien des 
LT. En effet, la déficience en Id3 mène à un blocage au stade double positif des 
thymocytes lors de leur développement dans le thymus (378, 379). La souris Id2 
déficiente, ne montre aucun problème au niveau du développement thymique et du 
nombre de cellules LT en périphérie, par contre, la population de NK, de DC CD8+, de 
cellules de Langerhans et de cellules intra épithéliales sont absents (380-382). Ces 
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données soulignent l’importance de ces protéines dans le développement des cellules 
immunitaires. De plus, il a été montré une régulation dynamique de l’expression d’Id2 
lors d’une infection (354). En effet, au pic de la réponse et durant la phase mémoire de la 
réponse immune, la protéine Id2 est fortement exprimée. Les LT CD8+ Id2 déficients 
(Id2-/-) atteignent le pic de la réponse rapidement suite à une infection générant ainsi 
moins de LTe comparés aux LT CD8+ normaux. De plus, il est observé que les LTe 
CD8+ Id2-/- obtenus sont éliminés rapidement résultant en une diminution de 5 à 10 fois 
du nombre LTm généré par rapport aux LTe CD8+ normaux (354). La déficiente Id2 est 
associée à une augmentation des molécules Bim et CTLA-4, et une diminution des 
molécules anti-apoptotiques Bcl-2 et Spi6 (354). Ces résultats suggèrent que la protéine 
Id2 joue un rôle important dans la survie de LTe ce qui offre un rôle indirect de Id2 dans 
la taille et la composition des LTm (354). En effet, il a été aussi observé que la 
déficience Id2 est associée à une faible fréquence des MPECs, qui est proportionnelle 
aux LTe formés (354). Ces résultats suggèrent que la protéine Id2 est impliquée dans la 
transition LTe en LTm et surtout montre une influence des E protéines dans ce 
phénomène. 
e- Bcl-6 
Bcl-6 est un répresseur transcriptionnel essentiel pour la formation des centres 
germinatifs des LB (383). Bcl-6 réprime directement le facteur de transcription Blimp-1 
qui est impliqué dans la différenciation des LB. Bcl-6 est impliqué dans la 
différenciation et le maintien des LB mémoires (384). A l’aide de différents modèles de 
souris, il a été montré que Bcl-6 est aussi important dans la génération et le maintien des 
LTm. En effet, les souris déficientes pour Bcl-6 (Bcl-6-/-) manifestent une diminution 
dans l’expression de la granzyme B (385) et dans le nombre de LTm antigènes 
spécifiques (355, 386), ce qui implique Bcl-6 dans le développement des LTm CD4+ et 
CD8+ (355, 387). Les souris Bcl-6-/- ont une phase d’expansion normale, mais 
manifestent une phase de contraction plus prononcée. Une fonction accordée à Bcl-6 est 
d’inhiber la mort par AICD. De plus, il a été montré que l’homologue de bcl-6, Bcl-6b 
est impliqué dans la fonction des LTm CD8+, et que l’expression de Bcl-6b diminue la 
prolifération des LT en réponse à IL-2. Par ailleurs, les souris Bcl-6b déficientes ont une 




f- B lymphocyte-induced maturation protein 1 (Blimp-1) 
Blimp-1 est un facteur de transcription répressif essentiel pour la différenciation 
des LB en cellules sécrétrices d’anticorps (ASC : Antibody-Secreting Cells) (389) et est 
nécessaire pour leur différenciation (390). Blimp-1 joue aussi un rôle dans le maintien 
de l’homéostasie des LT et dans l’embryogenèse. Les souris Blimp-1 déficientes 
(Blimp-1-/-) ou reconstituées avec du foie foetal Blimp-1-/- développent une maladie 
immune se manifestant par une inflammation léthale au niveau de plusieurs organes qui 
est causée par une accumulation des LTe et LTm (391, 392). De plus, il a été montré que 
Blimp-1 est impliqué dans la boucle régulatrice d’IL-2 (390). Effectivement, 
l’expression de Blimp-1 est négativement régulée par l’IL-2 in vitro dans les LT CD4+ et 
CD8+ activés (393, 394), alors que le locus du gène de l’Il-2 est réprimé par Blimp-
1(393). Donc, les LT qui n’expriment pas Blimp-1 sont moins susceptibles à la mort par 
AICD puisque l’accumulation d’IL-2 favorisera la phase d’expansion (391). Une étude 
récente de microarray comparant des LT Blimp-1-/- avec des LT normaux révèle que 
Blimp-1 est impliqué dans différenciation terminale des LT et dans l’inhibition de 
l’acquisition des propriétés de LTm (357, 358). En effet, les souris Blimp-1-/- infectées 
avec le virus influenza manifestent un défaut dans la programmation transcriptionelle 
des LTe, dans l'acquisition des fonctions effectrices et dans le homing des LT (357). Par 
conséquent, Blimp1 n'est pas essentiel pour la génération des LTm, mais il est important 
pour le développement d'une réponse effectrice (357). Ces données sont en accord avec 
l’étude de l’expression génique obtenue par microarray au pic de la réponse dans 
laquelle il a été mis en évidence une diminution des gènes impliqués dans les fonctions 
effectrices (granzyme A/B, perforine, FasL), et des facteurs de transcriptions impliqués 
dans la formation de SLECs (T-bet, Id2) (357, 358). À la différence, il a été observé une 
augmentation du facteur de transcription Bcl-6, des molécules de « homing » CD62L et 
CCR7, de la molécule de costimulation OX-40, et de la sérine protéase Spi2A (357, 
358). Toutes ces données impliquent Blimp-1 dans la formation de SLEC (358). De 
plus, l’absence de Blimp-1 est associée à un défaut de migration des LT lors d’une 
réinfection due à un défaut d’expression des récepteurs de chémokines CCR7 et CCR5 
(357). De plus, l’absence de Blimp-1 déséquilibre le ratio entre T-bet et Eomes au pic de 
la réponse suite à une infection. Effectivement, au pic de la réponse, les LT CD8+ 
Blimp-1-/- expriment un faible niveau d’expression de T-bet et inversement un haut 
niveau de Eomes comparé aux LT normaux, ce qui implique Blimp-1 dans le choix de 
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différenciation SLEC (357). De plus, les LTm CD8+ Blimp-1-/- ont la capacité de 
répondre à une réinfection, mais avec moins d’efficacité que les LTm normaux (357). 
2. Facteurs extrinsèques 
a- La force du signal RCT et de costimulation 
La force du signal RCT défini par son affinité et avidité, peut influencer 
l’efficacité de la réponse à une infection virale (207, 395). Le signal RCT est dépendant 
de trois paramètres comme précédemment décrit : (i) la concentration et l’affinité de 
l’antigène qui détermine le taux de RCT engagés (55, 396, 397), (ii) la présence ou 
absence de molécules de costimulation qui sont impliquées dans l’amplification du 
signal RCT (98, 398, 399), (iii) et la durée de l’interaction qui définit la durée de la 
signalisation (400, 401). Par contre, nous ne comprenons toujours pas comment le signal 
RCT durant une infection ou une vaccination peut qualitativement influencer la 
différenciation des LTm? Le signal RCT est dépendant de 2 paramètres : sa force et sa 
qualité, la force du signal étant l’intensité de l’activation des voies de signalisation du 
RCT et sa qualité représente la quantité de voie de signalisation activée (Figure 18). 
Bien entendu, ces 2 paramètres sont entièrement dépendants de l’affinité et de l’avidité 
du RCT. Pendant mon doctorat, je me suis attardée à évaluer le rôle de la force du signal 
RCT sur le développement de la réponse CD8+. 
 
Figure 18: Schématisation de la force et de la qualité du signal RCT. 
A/ Représentation de la qualité du signal RCT qui se définit par la quantité de voies de 
signalisation activées. B/ Représentation de la force du signal RCT qui se caractérise par 
l’intensité de l’activation des voies de signalisation. 
Un signal limitant dans sa force et dans sa durée durant l’activation des LT peut 
altérer la production des LT et leur différenciation en LTm. En effet, des études in vitro 
montrent que la durée de stimulation affecte la différenciation des LT. Il suffit d’une 
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stimulation de 2 à 2,5 heures pour observer des divisions cellulaires de LT CD8+ et de 
24h pour induire une différenciation en CTL (208, 213, 214). Plusieurs groupes ont mis 
en évidence que la force du signal RCT influence la différenciation des LT CD8+. En 
effet, certains ont utilisé la technique d’immunisation avec des DCs immatures pour 
mettre en valeur un défaut dans la prolifération des LT CD8+ et dans l’incapacité 
d’exprimer des molécules anti-apoptotiques et de récepteurs de cytokines impliquées 
dans l’homéostasie. L’immunisation avec des DCs immatures génère un signal 
suboptimal puisque les molécules de costimulations sont absentes à la surface de la CPA 
(402). Dans cette étude, c’est la signalisation des molécules de costimulation qui est 
affectée. Or, comme précédemment décrite, la signalisation des molécules de 
costimulation amplifie le signal RCT, ainsi un défaut dans leur signalisation affecte 
indirectement la force du signal RCT. 
Le concept de "fitness" a été défini par l’équipe de Lanzavecchia, qui spécifie 
que la force du signal délivré par le RCT et les récepteurs de cytokines conduit la cellule 
vers un seuil de différenciation hiérarchisée dans le temps (346). Cette hiérarchie se 
définit par l'acquisition progressive de propriétés telles que la capacité de prolifération, 
suivit de l’acquisition des fonctions effectrices et éventuellement de la mort par 
apoptose. Ainsi, la force du signal dicte le devenir des LT CD8+ (346). Ceci suggère que 
le signal RCT requis pour favoriser le développement des LTm CD8+ doit être optimal 
du point de vue de sa force et de sa qualité (Figure 18). 
b- Interaction entre LT et la CPA 
Une reconnaissance spécifique entre un LT et une CPA via le complexe 
RCT/CMH/peptide entraîne l’activation du LT. En effet, des études in vitro réalisées 
avec des LT CD4+ humains montrent de la force du signal antigénique est dépendante du 
nombre de DCs, de la dose de l’antigène, de l’avidité du RCT et de la durée de 
l’intéraction (403). Ces différents paramètres entraînent la différenciation progressive du 
LT CD4+ (403). Par conséquent, le temps d’interaction est un paramètre à ne pas 
négliger. En effet, des études ont montré une corrélation entre la durée d’interaction 
entre la DC et le LT et l’acquisition des fonctions effectrices. En effet, une brève 
interaction entre la DC et le LT résulte à une tolérance de la cellule T (404-406) alors 
qu’une interaction stable permet l’activation du LT CD8+ (63, 404). De plus, l’équipe de 
Bevan a montré que l’élimination des DCs 7h après l’immunisation entraîne une 
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activation des LT CD8+ et aussi la formation des LTm (407). Ceci montre que la durée 
d’interaction entre LTn et DC est importante pour le développement des LTe et LTm. 
Récemment il a été montré que l’absence de l’interaction LFA-1/ICAM-1 résulte à un 
défaut dans la durée de l’interaction du complexe RCT/CMH/peptide et dans la 
génération des LTm, le nombre de LTe obtenu est similaire à la condition normale, 
toutefois un défaut dans la production ex vivo IFN-γ chez ces LTe est observé (69). Ce 
résultat met en évidence l’importance d’une interaction stable entre le LTn et la CPA 
pour favoriser la formation des LTm. Mais l’interaction n’est pas le seul paramètre 
nécessaire à l’obtention d’un signal optimal pour la génération des LTm CD8+. 
Effectivement, les travaux de Zehn et coll. ont récemment montré in vivo que l’affinité 
du RCT pour son ligand a une influence sur l’amplitude de la réponse des LT CD8+ mais 
pas sur la fréquence de LTm générés (408). Dans cette étude les auteurs ont utilisé des 
peptides altérés pour observer la réponse au cours du temps. L’utilisation de peptides 
altérés entraîne une modification au niveau de l’affinité et de l’avidité du RCT. Les 
résultats obtenus dans cette étude dénotent une corrélation entre l’affinité et l’expansion 
clonale (408). Effectivement, plus l’affinité du peptide est faible plus l’amplitude de la 
phase d’expansion l’est aussi. Dans ces expériences quelque soit le nombre de LTe 
obtenus, celui des LTm correspond à la théorie des 5 à 10% (26, 408). Donc, ceci 
suggère qu’une altération de l’affinité et avidité entraîne un défaut au niveau de la phase 
d’expansion et par conséquent du nombre de LTm généré. Or dans cette étude la 
quantité d’épitope présenté à la surface des CPAs n’est pas mesurée, donc nous ne 
savons pas si les variations observées ne sont pas un défaut dans la quantité d’épitope 
présenté, qui est un paramètre à ne pas négliger si on observe les résultats décrits dans 
l’article n°2 de cette thèse. En effet, nous observons une corrélation entre la quantité 
d’épitope et le nombre de LTm généré. 
Par ailleurs, d’après l’étude de Teixeiro et coll. on peut suggérer l’existence 
d’une voie spécifique de la signalisation du RCT dans la génération des LTm (345). 
Cette étude démontre que cette mutation au niveau du domaine transmembranaire de la 
chaîne β du RCT entraîne un défaut dans la formation des LTm sans affecter la phase 
effectrice (345). Cette mutation est associée à un défaut de polarisation des molécules de 
signalisation telle que NF-κB (345). Ceci suggère qu’une voie de signalisation du RCT 
faisant intervenir NF-kB est spécifiquement impliquée dans le développement des LTm. 
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Ces données mettent en évidence l’importance de la force du signal RCT dans la 
différenciation des LTm. C’est ainsi que durant mon doctorat, nous avons établi en 
protocole qui nous a permis d’évaluer l’avidité du signal RCT pour son ligand dans le 
développement des LTm ceci sans affecter l’affinité du RCT.  
c- Les cytokines à la chaîne commune γ 
Les membres de la famille des cytokines γc qui influencent sur le développement 
des LTm sont d’IL-2, IL-7 et IL-15. Ces cytokines modulent la survie et la prolifération 
des LT CD8+ préférentiellement durant la phase de contraction. Les récepteurs de ces 
cytokines ont en commun la chaîne γc (CD132), IL-2R et IL-15R partage en plus la 
chaîne CD122 (IL-2Rβ), alors que l’IL-7 utilise la chaîne CD127 (IL-7Rα). Ceci laisse 
présager que l’IL-2 et IL-15 peuvent avoir des effets similaires. Les cytokines IL-15 et 
IL-7 sont impliquées dans la transition LTe en LTm. En effet, l’absence de l’une des 
deux cytokines entraîne un défaut dans le compartiment LTm CD8+ (351, 409-412). Ces 
anomalies sont amplifiées lorsque les deux cytokines sont absentes (409, 411). Ces 
données suggèrent que l'IL-7 et IL-15 jouent un rôle dans la survie et le maintien des LT 
suite à stimulation. En effet, l’injection de l’IL-7 ou de l’IL-15 résulte à une 
augmentation des LTe obtenus suite à une stimulation antigène spécifique (413-416). 
Les effets de l’administration d’IL-7 et IL-15 sont plus impressionnants après le pic de 
la réponse qu’avant (414, 417). Ceci suggère que la phase d’expansion est indépendante 
d’IL-7 et IL-15 alors que la phase tardive de la réponse est dépendante de ces cytokines 
afin de former la mémoire immunologique. IL-2 joue un rôle aussi dans la modulation 
de la réponse CD8+ puisque son administration durant la phase de contraction favorise la 
survie des LTm CD8+ (418). 
Le rôle de la cytokine IL-7 est soutenu par les résultats montrant que les SLECs 
se définissent par l’expression de KLRG1high et CD127low alors que les MPECs sont 
KLRG1low et CD127high dans une situation d’inflammation (349, 351, 419). Par contre, 
le signal IL-7 n’est pas le seul régulant la formation des LTm car dans des conditions de 
non-inflammation l’expression du récepteur à l’IL-7 est maintenue tout au long de la 
réponse immune, de même que dans une situation de surexpression de l’IL-7R la 
formation des LTm est assurée (361, 420, 421). Ceci suggère que les cytokines IL-2, IL-
7 et IL-15 ont des fonctions complémentaires et superposées qui sont impliquées dans la 
transition des LTe en LTm. 
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d- Les autres cytokines 
Au niveau de la signalisation, IL-12 est considéré comme le signal 3 de 
l’activation des LT (422). Le signal 1 étant le le signal RCT et le signal 2 étant le signal 
des molécules de costimulations. L’IL-12 est une cytokine pro-inflammatoire produite 
par les phagocytes influençant la formation des LT CD8+. En effet, les souris déficientes 
pour IL-12 (p35-/-) infectées avec LM sont incapables de produire un nombre adéquat de 
LTe mais produisent une fréquence de LTm CD8+ supérieure à une souris normale 
(369). Cependant, la cytokine IL-12 peut remplacer l’utilisation d’adjuvant lors de son 
administration avec l’antigène (423-425). Ainsi, IL-12 peut directement agir sur les LT 
CD8+ en programmant les LT à persister à long terme comme les LTm CD8+ (423-425). 
Inversement, des données montrent que l’IL-12 joue un rôle clef dans la formation des 
SLECs (349, 369, 424, 425). En effet, IL-12 inhibe la transcription d’Eomes dans les 
LTe CD8+ suite à une infection, mais favorise l’expression de T-bet (349, 369). Ainsi, 
les effets de la cytokine IL-12 restent contradictoires. 
L’absence d’IFN-γ est associée à un défaut dans la phase de contraction suite à 
une infection avec LCMV ou LM. En effet, les travaux de Badovinac et coll. montrent 
qu’un traitement aux antibiotiques avant l’infection avec LM entraîne la formation de 
LTm en absence de phase de contraction (343, 426). L’absence de contraction corrèle 
avec une diminution de la production de l’IFN-γ dés le début de l’infection et une 
augmentation de l’expression d’IL-7R à la surface des LTe CD8+. Ces données 
suggèrent que la phase de contraction est un événement programmé au début de 
l’infection et est dépendante de l’inflammation. De plus, à l’aide d’une technique de 
cotransfert de LT normaux ou déficients pour le récepteur à l’IFN-γ (IFN-γR-/-), il a été 
montré que l’IFN-γ est impliqué dans la transition de LTe en LTm puisque les LT IFN-
γR-/- sont incapables de production des LTm CD8+ suite à une infection avec LCMV 
(427, 428). Le même résultat est observé avec le cotransfert de LT normaux ou 
déficients pour la cytokine IFN de type I (429). Ansi, ces résultats suggèrent que la 
famille des interférons est impliquée dans la génération des LTm CD8+ (IFN-γ, IFN-α et 
IFN-β) (430). 
De manière intéressante, l'équipe de Kaech a dissocié l'impact de l'antigène et de 
l'inflammation sur le choix SLEC/MPEC (431). Pour se faire, les auteurs ont immunisé 
des souris receveuses avec des DCs présentant un antigène en présence ou non de CpG 
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(431). Le CpG permet la production d'IL-12 et d'IFNγ. Dans un premier temps, les 
auteurs observent que l'inflammation entraîne une augmentation de l'amplitude de la 
phase effectrice et des fonctions effectrices obtenues par les LTe en comparaison avec 
une vaccination sans inflammation (431). Cependant, la fréquence des LTm est similaire 
(431). Ceci suggère que les cytokines inflammatoires favorisent la différenciation des 
LTe vers le stade terminal de différenciation. Dans un second temps, à l’aide de souris 
receveuses déficientes pour IFN-γ ou IL-12 ou suite à une immunisation avec des DCs 
déficientes pour IL-12, les auteurs ont clairement démontré que l'IL-12 agit directement 
sur les LTe pour les diriger vers le choix SLEC (431). Tandis que l'IFN-γ influence la 
production de l’IL-12 en agissant directement sur les cellules de l’hôte, ce qui suggère 
que l’IFN-γ agit de manière indirectement sur le choix SLEC des LTe (431). Ainsi, les 
auteurs définissent une voie linéaire de production des cytokines qui favorisent la 
formation des SLECs versus les MPECs : IFN-γ favorise la production d’IL-12 qui va 
influence le choix de différenciation des LTe CD8+ vers le stade terminal de 
différenciation (363) (431). 
   
 
 LA PHASE DE LA MEMOIRE 
IMMUNOLOGIQUE 
I. Caractéristiques et propriétés des LTm 
La génération d’une immunité à long terme et de vaccins efficaces contre des 
agents viraux ou bactériens sont dépendants de la formation d’un grand nombre de LTm 
CD8+ (26). Les LTm ont des caractéristiques qui leur permettent de répondre plus 
rapidement et plus efficacement lors d’une seconde infection (26). De plus, en 
comparaison aux LTn, les LTm spécifiques pour un antigène donné sont plus nombreux 
et ont une grande capacité à migrer aux organes non lymphoïdes (site où les infections 
ont généralement lieu) (432). Les LTm ont la compétence de pouvoir répondre plus 
rapidement et plus efficacement à une seconde infection, car ces cellules sont dans un 
stade de « préactivation » (26). Effectivement, les LTm expriment un niveau basal de 
l’inhibiteur du cycle cellulaire p27kip et un haut niveau du complexe cycline D3-CDK6 
(433, 434) qui est impliqué dans l’entrée des cellules dans le cycle cellulaire. Les LTm 
maintiennent une expression élevée d’ARNm codant pour des cytokines antivirales, des 
chemokines et pour des protéines cytotoxiques (336, 375, 432, 434, 435). De cette façon, 
les LTm peuvent proliférer et développer des fonctions effectrices plus rapidement que 
les LTn. Le nombre de LTm à la fin de la phase de contraction peut perpétuer dans 
l’organisme en absence de l’antigène au moins 2 ans chez la souris et 50 chez l’homme 
(436, 437), ceci grâce à un processus d’auto renouvellement maintenant l’homéostasie 
des LTm via l’intervention de cytokines (438).  
II. Les populations de LTm 
A. Les LTcm et LTem 
Les LTm forment à une population hétérogène qui se distingue par leurs 
propriétés de « homing », leur localisation anatomique et leur fonction (439). Basé sur 
l’expression de leur marqueur de migration (CD62L et CCR7) les LTm humains et 
murins sont classifiés comme LTm centraux (LTcm : CD62Lhigh, CCR7+) et LTm 
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effecteurs (LTem : CD62Llow, CCR7-). La molécule d’adhésion CD62L interagit avec 
PNAd (Peripheral-Node Adressin) situé au niveau des veinules endothéliales des 
ganglions lymphatiques permettant l’attachement et le « rolling » des leukocytes (440, 
441). Tandis que CCR7 reconnaît les chémokines CCL19 et CCL21 présents à la surface 
luminale des cellules endothéliales dans les ganglions permettant l’arrêt des LT et 
l’initiation de leur extravasation (442). Ainsi, les LT CD62LhighCCR7+ et 
CD62LlowCCR7- ont des propriétés de recirculation distinctes in vivo. Plusieurs études 
ont montré que les LTcm circulent entre les organes lymphoïdes alors que les LTem 
résident dans les tissus périphériques (439, 443, 444). Cependant, les deux sous unités de 
LTm sont présents dans la rate et dans le sang (352, 439). À part leur localisation 
anatomique, les LTcm et LTem se différencient par leur fonction (352, 439, 443). Une 
stimulation in vitro des LTcm CD4+ humains résulte à une production d’IL-2 et un peu 
d’IFN-γ, d’IL-4 ou d’IL-15 (439). Par opposition, les LTem produisent rapidement ces 
cytokines effectrices, mais moins d’IL-2. De plus, il est montré que seuls les LTem 
CD8+ sont riches en perforine intracellulaire (439). Le modèle proposé est que la 
localisation des LTem leur permet de mener rapidement des fonctions effectrices pour 
éliminer une quelconque invasion d’un pathogène (439). Les LTcm eux sont capables de 
répondre à un antigène présenté par des DCs entrainant une génération d’une seconde 
vague de LTe.  
Par contre, le développement des LTem et LTcm est encore un mystère 
(différenciation linéaire et/ou divergente?). L’équipe de Manjunath et coll. utilise une 
souris transgénique exprimant une GFP (Green Fluoresente Protein) dans tous les LTn 
pour expliquer la différenciation des LT. La fluorescence de la GFP est perdue suite à la 
différenciation des LTn en CTL (205). L’auteur stimule les LTn avec leur antigène 
spécifique et en présence de différentes cytokines. Lorsque les LT CD8+ sont coincubées 
avec une haute dose d’IL-2, les LT CD8+ deviennent des blastes exprimant des 
marqueurs d’activation et ayant perdu l’expression de la GFP et du récepteur chémokine 
CCR7 mais acquièrent la capacité à produite de l’IFN-γ et à développer une activité 
cytolytique. À la différence, les LT CD8+ en présence d’IL-15 ou d’une faible dose d’IL-
2 expriment toujours la GFP, le récepteur CCR7 et par contre ne possèdent aucune 
propriété de fonctions effectrices cytolytique. Après 10 semaines de transfert adoptif les 
LT CD8+ générés en présence d’IL-2 vont s’accumuler dans les tissus périphériques et 
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seront exclus des ganglions, identiques au comportement des LTem; tandis que les LT 
CD8+ obtenues en présence d’IL-15 se comportent comme des LTcm en migrant vers les 
organes lymphoïdes secondaires et sont capables de répondre très rapidement à une ré-
infection (205). Ces données montrent que la quantité et la qualité des cytokines 
déterminent la différenciation des LT CD8+ par alternance des fonctions effectrices et 
migratoires. Cette étude donc supporte à la fois le modèle de différenciation divergente 
et progressive, puisque le LTn peut devenir soit un LTcm ou un LTem et cette 
différenciation est dépendante de la cytokine environnementale rencontrée par le LTn au 
cours de son activation.   
À la différence, l'étude de Wherry et coll. défend le modèle de différenciation 
linéaire. Dans cette étude, les auteurs ont transféré séparément des LTcm et LTem dans 
des souris naïves et ont observé leur capacité à répondre à une seconde infection, à faire 
la prolifération homéostatique et à changer de phénotype (352). Finalement, les auteurs 
démontrent que les LTcm sont plus efficaces que les LTem dans la prolifération 
homéostatique et aussi dans la réponse à une seconde infection, quelque soit la voie 
d’infection (intranasale, intraveineuse, intrapéritonéale ou sous-cutanée), le type 
d’infection (LCMV ou virus de la vaccine) et le site d’infection (poumon, ovaire ou dans 
le sang) (352). De plus, cette étude montre que les LTem se convertissent en LTcm au 
cours du temps ceci par observation de la ré-expression de CD62L à leur surface (352). 
Cependant, ce modèle de conversion de LTem en LTcm n’est pas reproductible dans des 
conditions de transfert adoptif de 500 LTn transgéniques (445). En effet, il est montré 
que la quantité de précurseur ou de cellules transférées a une influence sur la 
différenciation cellulaire (446, 447). Ainsi, les études transférant un faible nombre de 
précurseurs n’évaluent aucune conversion des LTem en LTcm (445, 447-449). De plus, 
cette conversion n’est pas observable dans les tissus non lymphoïdes (447). En plus, les 
données de Lefrançois et coll. réfutent l’idée d’une conversion des LTem en LTcm, il 
suggère plutôt un maintien de phénotype corrélé à une augmentation de la population 
LTcm due à ses propriétés de prolifération homéostatique et peut être à sa meilleure 
capacité de survie (447). D’autres études contredisant le modèle de différenciation 
linéaire en soulignant qu’une immunisation avec des DCs favorise le développement de 
LTe ayant un profil LTcm et non LTem (342, 361). 
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B. Les LTm épuisés 
Durant une infection chronique, les LT CD8+ spécifiques de l’antigène perdent 
graduellement leurs activités effectrices les rendant moins fonctionnelles permettant la 
progression de l’infection. La perte des fonctions est hiérarchisée (352, 450), ceci 
commence par une incapacité à proliférer et à produire de l’IL-2, puis du TNF et 
finalement de l’IFN-γ. L’épuisement des LT CD8+ est expérimentalement étudié à l’aide 
d’infection avec une souche chronique de LCMV (la souche 13), et chez l’homme 
l’étude de ces cellules se fait lors d’infections chroniques avec le virus du SIDA 
(symdrome d'immunodéficience acquise), de l’hépatite B et de l’hépatite C (451). 
L’absence de cet épuisement permettrait de rendre plus efficaces les thérapies par la 
vaccination (452) et un contrôle prolongé par l’organisme des infections chroniques 
comme le SIDA (453, 454). Plusieurs études ont montré que les LT épuisés expriment 
un haut niveau du récepteur inhibiteur PD-1 (455-457), et qu’une inhibition de la voie de 
signalisation de PD-1 permet une restauration des propriétés perdues chez les LT CD8+ 
épuisés (455-459). Par ailleurs, l’équipe de Wherry et coll. a montré la présence d’une 
multitude de récepteurs inhibiteurs à la surface des LT CD8+ épuisés suite à une 
infection à la souche 13 de LCMV. Ces inhibiteurs sont aussi impliqués dans 
l’épuisement des LT CD8+ virus spécifique. En effet, les auteurs ont montré que 
l’inhibition des voies des récepteurs inhibiteurs PD-1 et LAG-3 entraîne la réactivation 
des LT épuisés et le contrôle des particules virales d’une manière plus efficace que la 
réhabilité obtenue avec un blocage uniquement de la voie PD-1 (458, 459). 
III. Rôle de l’aide CD4 dans le maintien des LTm CD8+ 
A. Qu'est-ce que l'aide CD4+? 
Une brève interaction avec l’antigène permet au LT CD8+ d’acquérir des 
propriétés leur permettant de se différencier en LTm (208, 213, 460, 461). Cependant in 
vivo, la génération et le maintien des LTm CD8+ sont dépendants d’autres signaux. Il a 
été observé que l’aide des LT CD4+ au moment de la reconnaissance de l’antigène est 
importante pour la fonctionnalité des LTm CD8+. En effet, l’infection de souris CMH II 
déficientes (CMH II-/-) entraîne une réponse primaire équivalente à celle d’une souris 
normale, mais le nombre de LTm CD8+ formé décline au cours du temps (462). De plus, 
une restimulation des LTm CD8+ obtenus dans une souris CMH II-/- sont incapables de 
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développer une réponse secondaire (462). Il a été montré qu’en absence des LT CD4+, 
les LT CD8+ expriment un haut niveau de récepteur d’apoptose TRAIL qui lors de la 
seconde infection entraîne une mort massive des LTm CD8+. Inversement, des LT CD8+ 
déficients pour TRAIL peuvent développer une réponse secondaire même si les LTm 
CD8+ sont générés en absence de l’aide des LT CD4+ (242, 463). Cependant, ces travaux 
ont été contredits par l’équipe de Bevan. En effet, cette étude montre que chez une souris 
TRAIL-/- CMH II-/- les LTm CD8+ ont un défaut dans leur survie à long terme et dans la 
réponse à une seconde infection (464). Ceci démontre que TRAIL n’est pas impliqué 
dans la mort apoptotique massive observée dans les travaux décrits plus haut.  
L’intervention de l’aide CD4+ est nécessaire dans les stades tardifs de la réponse 
immunitaire. Effectivement, les LTe CD8+ générés dans des conditions d’aide CD4+ ou 
sans aide CD4+ sont incapables de survivre suite à un transfert dans une souris CMH II-/-
; par contre, des LTe CD8+ obtenus sans aide CD4+ ont la capacité de survivre suite à 
leur transfert dans une souris normale (465). Ces données suggèrent que l’aide CD4+ 
intervient tardivement dans la réponse primaire et est nécessaire pour le maintien des 
LTm CD8+. De plus, l’absence de l’aide CD4+ est associée à une diminution de 
l’expression de l’IL-7R qui est nécessaire pour la formation de la mémoire 
immunologique lors d'une infection inflammatoire (465, 466). Les travaux d’Intlekofer 
et coll. en 2007, démontrent que les LTe CD8+ générés en absence de l’aide des LT 
CD4+ expriment relativement un haut niveau de T-bet (367), facteur de transcription 
associé aux SLEC (349, 367, 467). En effet, l’auteur montre que la délétion de T-bet 
dans les LTe CD8+ obtenus en absence d’aide des LT CD4+ retrouve leur capacité à 
former des LTm CD8+ fonctionnels (367).  
B. Les mécanismes de l’aide CD4+  
1. La voie CD40/CD40L 
L’implication de voie CD40/CD40L dans la réponse des LT CD8+ a été montré 
dès 1998 par l’utilisation d’un anticorps agoniste de CD40 qui substitue l’aide CD4+ 
(468-470). Ainsi, un modèle explique l’aide CD4+ par l’intervention de la signalisation 
de CD40/CD40L qui favorise l'activation des CPAs (468-471). Effectivement, les LTn 
CD4+ exprimant CD40L peuvent interagir avec les CPAs via CD40 entraînant ainsi leur 
maturation qui est nécessaire à l'activation des LTn CD8+ (468, 470). Ce modèle a été 
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soutenue par des expériences utilisant des anticorps bloquants l’interaction 
CD40/CD40L dont la résultante est une déficience de la réponse CD8+, ou par 
l’utilisation de DCs CMH II-/- associée avec un anticorps activant de CD40 et dont la 
résultante est un maintien des LT CD8+ (468-471). Cependant à l’époque, l’expression 
de CD40 était seulement associée aux CPAs et CD40L aux LT CD4+. Or en 2002, il a 
été montré que les LT CD4+ pouvaient fournir l’aide nécessaire aux LTn CD8+ à se 
différencier en LTm en présence de CPA déficientes pour CD40 (472). L’explication 
vient du fait que les CD8+ ont la capacité d’exprimer CD40 à leur surface. Ainsi dans ce 
modèle, l’aide CD4+ aux LT CD8+ se fait par un contact direct entre les deux cellules via 
CD40/CD40L et en présence de CPA présentant les complexes antigéniques. De plus, 
l’étude de Lee et coll. montre que la réponse primaire et secondaire des LT CD8+ contre 
le virus influenza nécessite de l’aide CD4+ provenant de cellules non T (473). 
Cependant, l’interaction directe des LT CD8+ avec les LT CD4+ pour fournir l’aide 
CD4+ a été contredit par les travaux de Bevan (474). En effet, suite à une immunisation 
de souris normales ou CD4-/- ou CD40-/-, les auteurs observent aucun défaut dans la 
génération de la réponse primaire et une défectuosité est observée pour la réponse 
secondaire seulement dans les souris CD4-/- (474).   
Des deux modèles d’aide CD4+ (via une maturation des DCs ou via une 
interaction directe entre LT CD4+ et CD8+), c’est le modèle faisant intervenir 
l’activation des DCs qui est le plus soutenu. Effectivement, en 2004 les travaux de Smith 
et coll. soulignent l’importance de la maturation des DCs par les LT CD4+ pour le 
développement d’une réponse LTm CD8+ (475). En effet pour se faire, les auteurs ont 
stimulés des LT CD8+ avec des DCs provenant de souris normales ou CMH II-/- qui ont 
été préalablement infectées avec les virus de l’herpes. Suite à la stimulation, les LT 
CD8+ seront transférés dans une souris normale qui sera infectée avec le virus de 
l’herpes (475). Dans cette expérience les auteurs observent que seuls les DC provenant 
de la souris normale seront capables d’assurer une réponse à l’infection. Ceci suggère 
que le développement de LTm CD8+ efficace est réalisable si et seulement si les DCs 
sont activées via les LT CD4+ (475).  
2. IL-2 
L’équipe de Bevan a démontré en 2006 qui la cytokine IL-2 est importante pour 
l’expansion des LTm suite à une ré-infection (476). Pour ce faire, les auteurs ont généré 
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une souris chimérique avec un mélange 1 :1 de LT provenant d’une souris normale et 
d’une souris IL-2Rα déficiente (IL2-Rα-/-) (476). Suite à une infection de cette souris 
chimérique, les auteurs observent que les deux types cellulaires ont la même aptitude à 
répondre à l’infection, mais lors d’une re-infection les cellules IL2-Rα-/- sont 
désavantagées (476). De plus, pour que l’IL-2 puisse permettre une réponse secondaire 
efficace, il a été montré que cette cytokine devait être présente lors de la réponse 
primaire (476). Une autre étude a montré que l’effet de l’IL-2 sur la maintenance et le 
développement des LTm est dépendant de la chronicité de l’exposition de l’antigène 
(477). De plus, dans cette étude les auteurs ont démontré par déplétion des LT CD4+ 
dans une souris chimérique avec des LT normaux et des LT IL2-Rα-/- que les LT CD4+ 
ne sont pas l’unique source pour la cytokine IL-2 (477).  
3. La cytokine IL-12 
La cytokine IL-12 est majoritairement produite par les DCs matures, et est jugée 
importante dans la régulation de la réponse LT CD8+ (423), mais son intervention au 
niveau de l’aide CD4 est encore en débat. En effet, il a été montré que l’utilisation de 
DC dérivées de souris déficientes pour l’IL-12 et présentant le peptide ovalbumine 
n’entraînent aucun défaut ni dans l’établissement de la réponse effectrice des LT CD8+ 
ni dans la réponse secondaire des LTm CD8+ suite à une seconde immunisation (478). 
Ceci suggère que la cytokine IL-12 n’est pas essentielle dans l’aide CD4+. Or une 
injection de la cytokine IL-12 favorise l’expression de CD40 à la surface des CPAs qui 
est nécessaire à l’aide CD4+ via la signalisation CD40/CD40L (479).  
Le rôle de l’IL-12 dans l’aide des LT CD4+  reste encore contre versé et 
indirecte. 
4. La signalisation CD28/B7 
L’activation des CPAs via CD40/CD40L se traduit entre autres par une 
augmentation du niveau d’expression des molécules de costimulation à leur surface. Il a 
été observé qu’un blocage de CD28 avec son ligand résulte à un défaut dans l’activation 
des LT CD8+ par les DCs activées via CD40/CD40L. De plus, l’utilisation d’un 
anticorps agoniste anti-CD28 peut mimer l’aide des LT CD4+ nécessaire au maintien des 
LTm CD8+ (480). Un résultat similaire est obtenu par l’utilisation d’un anticorps 
bloquant l’interaction de CD80/CD86 avec la molécule costimulatrice négative CTLA-4 
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(480). Ces données montrent que l’augmentation des ligands CD80/CD86 favorise l’aide 
CD4+ nécessaire au maintien des LTm CD8+.  
5. CD70/CD27 
CD70 est une molécule costimulatrice présente à la surface des CPA. Le blocage 
de son interaction avec son ligand CD27 empêche la stimulation des DCs via le signal 
CD40/CD40L (481). De plus, il a été montré qu’une interaction constitutive de 
CD27/CD70 entraîne une augmentation quantitative et qualitative de la réponse CTL in 
vivo suite à une infection influenza (1). L’activation de CD27 est associée à celle de 
CD28, ainsi ces deux molécules agiraient en coopération pour promouvoir l’aide des LT 
CD4 via CD40/CD40L (482). Le défaut dans ces études c’est que seule la réponse 
primaire a été étudiée, il aurait été intéressant de voir les effets sur la réponse secondaire 
suite à un blocage de l’interaction de CD70 avec son ligand durant la phase primaire de 
la réponse. 
6. 4-1BB/4-1BBL 
L’utilisation d’un anticorps agoniste pour 4-1BB permet le développement d’une 
réponse CD8+ en absence d’aide CD4+ (483). Dans la même étude, les auteurs montrent 
que l’utilisation d’un anticorps bloquant l'interaction de 4-1BBL présent à la surface des 
CPA avec 4-1BB conduit à un résultat inverse même en présence de l’aide des LT CD4+ 
(483). Par ailleurs, l’inhibition de la voie de signalisation de CD28 empêche l’effet 
positif observé lors de l'utilisation d'un anticorps agoniste pour 4-1BB sur la réponse LT 
CD8+ (483). Ceci signifie que l’intervention de la voie 4-1BB/4-1BBL se fait après celle 
de CD28/B7. 
7. La cytokine IL-15 
La cytokine IL-15 est impliquée dans l’auto-renouvellement des LTm CD8+ et 
dans leur protection contre l’apoptose via le récepteur TRAIL lors de la réponse à une 
seconde infection. De plus, cette cytokine est nécessaire pour assurer efficacement l'aide 
fourni par les LT CD4+. En effet, des DCs provenant d’une souris IL-15 déficiente sont 
incapables de fournir une d’aide CD4+ fonctionnelle même en présence de LT CD4+ 
(484). De plus, à l’aide de souris déplétées de leurs cellules CD4+ et immunisées avec le 
virus VV recombinant en présence ou non de la cytokine IL-15, il a été montré que l'IL-
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15 permettent aux LTe CD8+ de résister à l’apoptose via TRAIL (484). Ceci suggère que 
l'IL-15 peut mimer l’aide CD4+. 
Ce chapitre met en évidence les mécanismes essentiels pour l’obtention de LTm 
fonctionnels suite à une infection ou une immunisation. Or, l’une des caractéristiques 
principales des LTm, c’est de survivre à long terme dans l’organisme. Ainsi, les LTm 
répondent à des mécanismes d’homéostasie très spécifiques qui leur permet de survivre 
au sein de la population des LT. Dans le chapitre suivant de cette thèse, l’homéostatie 
des LTm et LTn est élaboré. 
   
 
 HOMEOSTASIE DES LYMPHOCYTES T NAIFS 
ET MEMOIRES 
I. La survie des lymphocytes naïfs 
La survie des LTn est gouvernée par des mécanismes d’homéostasie dont le 
principe est de maintenir l’équilibre d’un système. Plusieurs travaux ont été menés 
permettant de découvrir que les signaux homéostatiques des LT sont la conséquence de 
l’interaction du RCT avec le complexe CMH/peptide du soi et de l’intervention des 
membres de la famille des cytokines ayant la chaine γc (γ commun) tels que l'IL-7 et IL-
15.  
A. Le rôle du RCT 
Dans plusieurs études, il a largement été démontré que la survie des LTn dans un 
organisme nécessite un contact avec le complexe CMH/peptide du soi, sinon leur durée 
de vie est réduite (485, 486). De tous les travaux publiés, trois approches expérimentales 
ont montré de manière élégante et convaincante l’importance de cette interaction. Les 
premières sont par l’utilisation de modèles d’animaux dans lesquels l’expression du 
RCT ou le signal proximal du RCT peut être manipulé, dans ces études les auteurs ont 
montré que la perte du signal RCT affecte la survie des LTn (487-489). La seconde est 
basée sur le concept de compétition entre des LTn appartenant à un répertoire polyclonal 
avec des LT transgéniques spécifiques d’un antigène, dans ces études il a été mis en 
évidence l’importance de la reconnaissance de l’antigène pour la survie des LTn (490, 
491). Et la troisième étude joue sur la fréquence de LTn transgénique transféré dans une 
souris syngénique. En effet, il a été observé qu’un nombre élevé de LTn résulte à une 
réduction de leur survie et inversement avec un faible nombre de LTn transférés (492). 
Cette expérience met en évidence le concept de compétition entre le nombre de 
précurseurs et de complexe CMH/peptide du soi. Une étude a révélé que la fréquence de 
précurseur dans un répertoire polyclonal de LTn spécifique pour un antigène spécifique 
est de 20 à 200 cellules/souris pour les LT CD4+ (492, 493) et 80 à 1200 cellules/souris 
pour les LT CD8+ (494). Ceci suggère que le nombre de complexes CMH/peptide du soi 
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est un paramètre limitant pour la survie des LTn, d’où la diminution de leur durée de vie 
lorsqu’ils sont présents en nombre élevé (492).  
L’interaction du RCT avec le complexe CMH/peptide du soi n’est pas le seul 
paramètre important dans la survie des LTn. En effet grâce aux études dans des souris 
lymphopéniques, il est observé une implication des cytokines dans le maintien des LTn. 
Par exemple, la cytokine IL-7 est associée à la capacité des LT CD4+ à faire une 
prolifération homéostatique (435). Ce qui suggère qu’IL-7 et le RCT sont nécessaires 
pour la survie des LTn.  
La signalisation du RCT dans la survie des LTn est très peu connue, des analyses 
de microarray révèlent un profil génique similaire aux LTn répondant à un antigène 
étranger, mais dont le degré d’induction est plus faible et très peu de gènes associés aux 
fonctions effectrices sont activés (435). Ces données signifient que la survie des LTn est 
conduite par la voie de signalisation typique du RCT et du récepteur à IL-7, sauf que ces 
voies sont activées très faiblement et sont certainement stimulées en continu. 
B. Les cytokines de type I 
Les cytokines sont des protéines ou des glycoprotéines qui influencent de façon 
paracrine ou autocrine l’intensité et la durée d’une réponse inflammatoire et immune. 
Les cytokines sont responsables de la communication intercellulaire au sein du système 
immunitaire. Ainsi, les cytokines sont responsables de la survie des LTn en combinaison 
avec l’interaction du complexe CMH/peptide du soi. 
Les cytokines de type I appartiennent à la famille de récepteurs de cytokines 
ayant une chaine commune : la chaine γc. Cette famille est composée des membres 
suivant: IL-2, IL-7, IL-15, et IL-21, IL-4 et IL-9 tel que représenté dans la Figure 19. 




Figure 19: Récepteur des cytokines de la famille de γc. 
En haut, description des cellules produisant les cytokines. Au milieu, représentation des 
récepteurs de cytokine avec leurs cytokines et les protéines kinases recrutées au niveau du 
domaine intracellulaire du récepteur lors de l’interaction du récepteur avec sa cytokine 
spécifique. En bas, énumération des cellules exprimant les récepteurs de cytokine. Adapté de 
l’article (495) 
1. Voie de signalisation des cytokines impliquées dans l’homéostasie des LTn 
Les récepteurs d'IL-7 et IL-15 utilisent ont la même voie de signalisation, sauf au 
niveau de leur régulation négative par les molécules SOCS (suppressor of cytokine 
signaling) qui n’agit qu’au niveau de la voie de l’IL-15R (495). Leur voie de 
signalisation débute par le recrutement des protéines kinases JAK 1 et 2 (janus kinase) à 
leur domaine cytoplasmique. Cette interaction va permettre la formation et l’activation 
du dimère STAT5 a/b (signal transducer and activation of transcription) qui va migrer 
dans le noyau (496). La combinaison du signal RCT avec la présence du dimère 
STAT5a/b dans le noyau va favoriser la synthèse de plusieurs protéines incluant les 
molécules anti-apoptotique Bcl-2 (B cell lymphoma-2) et MCL-1 (myeloid cell leukemia 
sequence-1) qui protègent la cellule de l’apoptose (497). En effet, ces molécules anti-
apoptotiques vont inhiber les molécules pro-apoptotiques telles que Bim et Bid (BH3 
interacting domain death agonist) qui sont impliquées dans l’activation des molécules 
apoptotiques : Bax (Bcl-2 associated X protein) et Bak (Bcl-2 homologous 
antagonist/killer) (498, 499). Ainsi, un défaut dans cette voie de signalisation entraîne 





Figure 20: Schématisation de la signalisation du l'IL-7R et IL-15R. 
Suite à l’interaction de la cytokine IL-7 et IL-15 à leur récepteur spécifique (IL-7R et IL-5R), les 
protéines kinases JAK1 et JAK3 sont recrutées au niveau de domaine cytoplasmique des 
récepteurs. Cette interaction permet la formation du dimère des facteurs de transcription STAT 
5a/b qui vont pouvoir exercer les fonctions au niveau du noyau. La molécule SOCS1 est un 
régulateur négatif de la voie de signalisation de l’IL-15R. Adapté de l’article (500). 
2. Les cytokines IL-7 et IL-15 
Comme précédemment décrit les cytokines IL-7 et IL-15 sont montrées comme 
étant importantes dans la survie des LTn. 
a- La cytokine IL-7 
Par des études utilisant des techniques d’anticorps bloquant contre IL-7 dans une 
souris (501, 502), ou de transfert adoptif de cellules dans un hôte déficient pour IL-7 
(503, 504), il a été montré que le nombre de LTn diminue. Tandis qu’une surexpression 
de l’IL-7 entraîne leur augmentation (505, 506). La régulation du signal de cette 
cytokine se fait par une diminution de l’expression de son récepteur (IL-7R) dès son 
interaction avec IL-7 et inversement, une augmentation de l’expression de IL-7R est 
observée en absence de l’IL-7 (507). La production de l’IL-7 se fait au niveau des 
cellules stromales et épithéliales de la moelle osseuse et du thymus (508, 509), et au 
niveau des cellules réticulaires fibroblastiques (FRC : fibroblastic reticular cell) de la 
zone T dans les organes lymphoïdes secondaires (510). Ainsi lorsque les LTn circulent 
entre le sang et les organes lymphoïdes secondaires, les LTn sont en contact avec l’IL-7 
seulement lors de leur passage dans les organes lymphoïdes secondaires. En effet, 
l’entrée des LTn dans les organes lymphoïdes secondaires dépend du niveau 
d’expression de molécules de « homing » CD62L et CCR7. Le blocage de CD62L ou 
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une délétion génétique de CCR7 mène à une diminution du nombre total des LTn CD8+ 
et CD4+ (510). Le niveau d’expression de CD62L et CCR7 est dépendent de la 
transcription du facteur de transcription KLF2 (kruppel-like transcription factor 2) et 
FoxO1 aussi bien pour les LTn CD4+ que LTn CD8+ (511, 512). Une déficience de l’un 
de ces deux facteurs de transcription résulte à un défaut d’entrée des LTn dans les 
organes lymphoïdes secondaires et donc à une diminution de leur espérance de vie. De 
plus, le facteur de transcription FoxO1 régule l’expression la chaîne α (ou nommée 
CD127) du récepteur à IL-7. La diminution de l’expression de la chaîne CD127 
contribue à la pénurie des LTn observée chez la souris déficiente pour le facteur de 
transcription FoxO1 (511). Ces données montrent que les organes lymphoïdes 
secondaires sont des sources importantes d’IL-7 qui elle-même est essentielle pour la 
survie des LTn. Par contre, la cytokine IL-7 n’est pas exclusive aux LTn, il a été montré 
qu’IL-7 est aussi important pour l’homéostasie des LTm comme décrit plus loin dans ce 
chapitre. 
b- La cytokine IL-15 
La cytokine IL-15 joue un rôle important dans l’homéostasie des LTn CD8+. En 
effet, les souris déficientes pour IL-15 (IL-15-/-) possèdent 50% de moins de LTn CD8+ 
comparés à une souris normale (513, 514). Ces données sont soutenues par les résultats 
obtenus avec des souris déficientes pour l'inhibiteur de la voie de signalisation de l'IL-
15R SOCS-1 qui montre une hypersensibilité à la cytokine IL-15, soit une augmentation 
du nombre de LTn CD8+ est observée (515, 516). SOCS-1 appartient à la famille CIS-
SOCS qui régule négativement les voies de signalisation de récepteurs aux cytokines, 
par neutralisation de l’activité de JAKs (Figure 20). L’expression de SOCS-1 est 
régulée par les cytokines IL-2, IL-4, IL-7 et IL-15 (517). Ainsi, la survie des LTn CD8+ 
face à IL-15 est négativement contrôlée par SOCS-1 dans des conditions normales. 
3. Les autres molécules intervenantes dans l’homéostasie des LTn. 
Il est aussi montré que la protéine coronin-1 est impliquée dans la migration et 
dans l’activation des cellules T et la survie des LTn (65, 518-520). Coronin-1 est une 
protéine accessoire associée à l’actine qui régule négativement la formation des 
filaments d’actine (521). Les souris déficientes pour coronin-1 montrent une mort 
spontanée des LTn alors que la production thymique n’est pas affectée. Ainsi, l’absence 
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de coronin-1 résulte à une incapacité des LTn à faire une prolifération homéostatique 
suite à un transfert adoptif dans un hôte lymphopénique. Ce défaut de prolifération 
homéostatique n’est pas associé à un problème de la signalisation de l'IL-7R, mais est 
attribué à une perturbation de la polarisation du cytosquelette d’actine et donc à un 
défaut de migration de LTn dans les organes lymphoïdes secondaires, qui sont la source 
principale de l’IL-7 (518). 
D’autres études ont montré l’implication d’une sous-unité du signalosome COP9 
(constitutively photomorphogenic 9) dans l’homéostasie des LT. Ce signalosome est 
composé de 8 sous unités (CSN1 à CSN 8), dans cette étude c’est la sous unité CSN8 
qui est déficiente. Cette déficience est associée à mort spontanée des cellules T matures 
(522). COP9 est un complexe régulant négativement le système impliqué dans la 
dégradation des molécules de signalisation : protéasome 26S/ubiquitine, (523-525). Les 
mécanismes de cette mort cellulaire ne sont pas encore connus, mais peuvent être 
associés à la diminution du niveau d’expression du récepteur à l’IL-7 (522). De plus, 
dans les cellules CSN8 déficientes une dérégulation de la cycline D2 est observée 
entrainant un blocage de LTn en phase G0 du cycle cellulaire qui les empêche de rentrer 
dans le cycle cellulaire (522). 
Le facteur de transcription KLF2 est décrit depuis plusieurs années comme un 
régulateur central dans le maintien de la quiescence et de la survie des LT matures. En 
effet, les souris déficientes pour KLF2 (KLF2-/-) ont un développement thymique 
normal, mais manifestent une perturbation au niveau de la survie des LTn dans les 
organes lymphoïdes secondaires (526). La déficience KLF2-/- est associée à un défaut 
d’expression des molécules de « homing » telles que S1P1 (sphingosine 1-phosphate 
receptor-1) et CD62L qui sont respectivement impliquées dans la sortie des thymocytes 
matures du thymus et dans l’entrée des LT dans les organes lymphoïdes secondaires 
(512). De plus, il a récemment été montré que les cellules KLF2-/- augmentent 
l’expression des récepteurs de chémokines qui mènent les LTn à se disperser dans les 
tissus non lymphoïdes et donc à ne pas recevoir les signaux nécessaires de survie 
présents dans les organes lymphoïdes secondaires (527). 
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C. La prolifération homéostatique des LTn 
La prolifération homéostatique des LTn est présente dans des situations de 
lymphopénie, suite à une irradiation, un traitement chimiothérapeutique, des infections 
et des maladies auto-immunes comme e.g. l’arthrite rhumatoïde. Ce mécanisme est 
gouverné par le complexe CMH/peptide du soi et l’IL-7. Dans des situations de 
lymphopénie, les LTn CD8+ prolifèrent plus rapidement que les LTn CD4+, et les deux 
types cellulaires acquièrent un profil mémoire. C’est à cause du phénotype mémoire 
exprimé par les LTn (nommé aussi LTn « memory-like ») que le terme le plus 
convenable pour la prolifération homéostatique dans cette situation est LIP 
(lymphopenia-induced prolifération) (528).  
1. La « lymphopenia-induced proliferation » 
La LIP est déclenchée suite à l’interaction du RCT avec le complexe 
CMH/peptide du soi, et par la cytokine de la famille γc (IL-7). Cependant, deux autres 
proliférations homéostatiques ont été identifiées, l’une dirigée par uniquement des 
cytokines on parle de la CIP (cytokine-induced proliferation) et l’autre qui gouvernée 
par les bactéries commensaux c’est la cLIP (chronic LIP) (Figure 21). Chacune des 
proliférations homéostatiques est décrite ci-dessous. 
   
Figure 21: Représentation des différents modèles de la prolifération homéostatique des LTn. 
De gauche à droite, représentation de la lymphopenia-induced proliferation, cytokine-induced 
proliferation et chronic lymphopenia-induced proliferation. Adapté l’article (500). 
a- Le rôle du signal RCT 
Plusieurs études ont démontré que l’affinité du RCT a une influence sur la qualité 
de la LIP. En effet, les LTn exprimant un RCT ayant une haute affinité (provenant par 
exemple du modèle de souris OT-1) pour le ligand CMH/peptide du soi prolifèrent plus 
rapidement que les LTn exprimant un RCT de faible affinité (provenant du modèle de 
souris P14, 2C) (491). Et dans une situation où le RCT a une très faible affinité (comme 
avec les LT provenant du modèle de souris HY), les LTn sont incapables de faire la LIP 
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(491, 529). Ceci met en évidence l’importance de la force du signal RCT pour le 
déclenchement de la prolifération homéostatique dans des conditions lymphopéniques. 
L’importance de trois régulateurs négatifs des LT pouvant affecter le taux de LIP ont 
récemment été mis en évidence. Le premier est LAG-3 (lymphocyte activation gene-3), 
qui est un régulateur négatif des LT activés. Dans les travaux de Workman et coll. ont 
montré que les LTn LAG-3 déficients (LAG-3-/-) effectuent une prolifération 
homéostatique supérieure aux LTn normaux (530). Les auteurs montrent que cette 
augmentation de prolifération vient d’un défaut des LT régulateurs (Treg) qui n’ont plus 
la capacité de contrôler la prolifération homéostatique. En effet, des LTn CD4+LAG-3+/+ 
ou LTn CD4+LAG-3-/- cotransférés avec des Treg LAG-3-/- montrent une augmentation 
de leur capacité à effectuer une prolifération homéostatique, ceci étant due à une absence 
du contrôle de la prolifération par les Treg. Tandis que des LTn CD4+LAG-3+/+ ou LTn 
CD4+LAG-3-/- cotransférés avec des Treg LAG-3+/+ montrent une diminution de la 
prolifération. Ce résultat s'explique par un contrôle effectué par les Treg. Ces données 
suggèrent que le régulateur LAG-3 contrôle négativement la prolifération homéostatique 
via les Treg (530).  
Le régulateur négatif BTLA-4 (B and T lymphocyte attenuator -4) et son ligand 
HVEM (herpesvirus entry mediator) contrôlent la prolifération homéostatique (531). En 
effet, la génération d'une souris chimères avec des LT normaux et déficients pour 
BTLA-4 (BTLA-4-/-) montre une augmentation de la prolifération par les LT BTLA-4-/-. 
De plus dans les souris BTLA-4-/- ou déficientes pour HVEM il a été observé une 
augmentation du nombre de LT au phénotype "memory-like" (531). Toutes ces données 
suggèrent que BTLA-4 contrôle aussi la prolifération homéostatique.  
Le dernier régulateur négatif est SIT (Scr homology domain containing tyrosine 
2-interacting transmenbrane adaptor protein). La souris déficiente pour SIT montre un 
défaut au niveau de la prolifération homéostatique surtout des LTn CD8+. Ce défaut est 
associé à une hyper phosphorylation de Zap-70 (532). En effet, SIT est impliqué dans le 
recrutement des phosphatases SHP-1 et SHP-2 (SH2 containing protein tyrosine 
phosphatase 1/2) (533), donc son absence entraîne une suractivation de la cellule donc 
une augmentation de la prolifération homéostatique. De plus, il a été montré que des LT 
transgéniques déficients pour SIT, BTLA-4 ou LAG-3 augmentent leur capacité de LIP 
  
79
quelque soit l’affinité du RCT (530-532). Ainsi, ces régulateurs influencent 
négativement la stimulation du RCT affectant la LIP. 
A la différence d’une prolifération en réponse à un antigène, la prolifération 
homéostatique des LTn ne nécessite pas l’intervention des molécules de costimulation 
comme e.g. CD28 pour se déclencher. A l’exemption de la molécule de costimulation 
CD24 dont son absence est associée à une incapacité des LTn à faire la LIP (534). 
Cependant, le transfert de LTn normaux dans une souris irradiée et déficiente pour 
CD24 entraîne de manière inattendue une prolifération massive (535). Ainsi, le rôle de 
CD24 n’est pas totalement défini puisque son absence sur les LT crée une incapacité de 
prolifération homéostatique alors que son absence sur les DCs engendre une 
augmentation de la LIP. 
b- La cytokine IL-7 
La cytokine IL-7 est impliquée dans la LIP, puisqu'une augmentation de la 
concentration de l’IL-7 est observée lors d’une déplétion de cellules T (536). Ceci 
suggère que la LIP est gouvernée selon la disponibilité de l’IL-7 qui amplifie le faible 
signal déclenché en réponse à la reconnaissance du RCT avec le complexe CMH/peptide 
du soi (537) (Figure 20). La LIP nécessite un signal intact du récepteur à l’IL-7 et est 
surtout dépendante du signal de la chaîne CD127 du récepteur. Effectivement une 
mutation au niveau de la chaîne α entraîne une incapacité des cellules à faire la LIP 
même si le niveau d’expression du récepteur IL-7 est normal (538). De plus, il a été 
montré que l’IL-7 permet l’entrée des cellules dans le cycle cellulaire par inhibition de 
l’inhibiteur de CDK (cyclin dependant kinase) p27kip1 (539). Effectivement, il a été 
démontré que les LT déficients pour p27kip1 sont capables de mener une LIP dans une 
souris irradiée IL-7 déficiente (540). 
2. Les autres mécanismes de prolifération homéostatiques 
a- La « cytokine-induced proliferation » 
La prolifération homéostatique peut être dirigée par des cytokines, on parle ainsi 
de CIP (cytokine-induced proliferation). Les principales cytokines impliquées sont IL-2 
et IL-15 (Figure 21). L’implication de ces cytokines a été mise en évidence par 
l’utilisation de modèles d’animaux déficients pour la chaîne α du récepteur à l'IL-2 et la 
chaîne commune du récepteur à l'IL-2 et IL-15 (chaîne β nommé aussi CD122) (541, 
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542). Effectivement, ces souris déficientes développent une lymphadenopathie qui est 
reliée à une prolifération homéostatique sans être dans des conditions de lymphopénie, 
ce symptôme est associé à une forte production d’IL-2 par des LT activés. De plus, les 
souris déficientes pour la chaine CD122 expriment un haut niveau de la cytokine IL-15 
qui est associée à une prolifération massive (542). 
b- La chronic-LIP 
La prolifération homéostatique peut-être due à la réponse à des antigènes 
commensaux. Ceci a été mis en évidence par le transfert d’une population polyclonale 
de LT dans des souris RAG (recombination activating gene) déficientes ou SCID 
(severe combined Immunodeficiency) (543, 544). Effectivement, il a été observé dans 
ces expériences une prolifération homéostatique rapide d’une faible fraction des LT 
transférés et ceci de manière indépendante de l’IL-7. L’expansion de ces cellules est 
associée à une augmentation de l’expression de marqueurs d’activation et à l’acquisition 
de fonctions effectrices (543-545). Ceci sous-entend que ces cellules ont répondu à un 
antigène étranger présent dans l’organisme. En effet, lorsque ces expériences sont 
effectuées avec des souris receveuses SCID ou RAG exemptées de germes, la population 
de LT qui prolifère rapidement n’est plus présente (543). Ainsi, cette prolifération 
homéostatique réfère au cLIP (chronic LIP) directement associé à la présence d’un 
antigène étranger présent dans l'intestin par exemple (Figure 21). 
II. Homéostasie des LTm 
Le principe de l’homéostasie est de maintenir un système dans un équilibre. Ce 
mécanisme est donc essentiel pour les LTm qui ont pour rôle de protéger l’organisme à 
long terme (26). Ainsi, les LTm doivent avoir la capacité de se maintenir au cours du 
temps. Pour se faire, les LTm ont une capacité d'autorenouvellement qui assure leur 
homéostasie dans l'organisme. Cependant, les LTm CD4+ et CD8+ sont divisés en deux 
sous-groupes : les LTm spécifique d’un antigène étranger et les LTm naturels répondant 
aux bactéries commensales. Les mécanismes utilisés pour assurer le phénomène 
homéostatique de ces deux types de LTm sont différents. 
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A. Homéostasie des LTm CD8+. 
1. Les LTm CD8+ spécifiques d’un antigène  
Les LTm CD8+ spécifiques d’un antigène peuvent survivre dans l’organisme de 
manière indépendante au CMH I et à l’antigène (437, 546, 547). Par contre, les 
cytokines interviennent dans l’homéostasie des LTm CD8+. En effet, une injection avec 
du poly I:C ou du lipopolysaccharide chez la souris entraîne une augmentation du taux 
d’auto-revouvellement des LTm CD8+ (548, 549). Ces adjuvants permettent la sécrétion 
de l’IFN de type I (IFN-I). Or, l’IFN-I est connu pour inhiber la prolifération, mais ayant 
le pouvoir d’induire la synthèse de l’IL-15 qui mène à l’autorenouvellement des LTm 
(412, 513, 550, 551). Le rôle de l’IL-15 dans l’homéostasie des LTm CD8+ explique le 
niveau d’expression élevée de la chaîne CD122 à leur surface (552). En effet, 70% des 
LTm CD8+ sont CD122high alors que 30% sont CD122low (412, 514). L’action de l’IL-15 
sur l’homéostasie des LTm CD8+ n’est visible que pour la population CD122high qui 
représente la population LTm CD8+ antigènes spécifiques. En effet, le transfert adoptif 
des LTm CD8+ CD122high ou CD122low dans une souris déficiente pour IL-15 résulte à 
une disparition de la population CD122high et un maintien de la population CD122low 
(412, 514). La disparition de la population CD122high est associée à un défaut de 
prolifération (412). De plus, une surexpression de l’IL-15 génère une augmentation du 
nombre de LT CD122high (553). Des études montrent que le niveau de basal de l’IL-15 
est dépendant de l’IFN-I (554). Cette idée est supportée par les travaux utilisant des 
souris déficientes pour le récepteur à l’IFN-I. Dans ces souris, le nombre de LTm CD8+ 
est inférieur à la moitié de ceux trouvés dans une souris normale (554). De plus, une 
déplétion totale des LTm CD8+ CD122high est observée dans les souris déficientes pour 
STAT1, facteur de transcription dépendant de l’IFN-I et IFN-γ (554). La production de 
l’IFN-I est régulée par la présence de médiateurs tels que les bactéries présentent dans 
l’estomac ou dans la nourriture. Cependant, des études utilisant des animaux exemptés 
de germes et alimentés avec de la nourriture spéciale, développent le même nombre de 
LTm CD8+ CD122high qu’une souris normale (555). Donc, la sécrétion de l’IL-15 est un 
phénomène endogène et les LTm CD8+ CD122high représentent bien la population de 
LTm CD8+ antigène spécifique. 
Lorsque la cytokine IL-2 est injectée à la fin du pic de la réponse primaire, cette 
cytokine prévient les LTe de l’apoptose (418), mais ceci ne lui associe aucun rôle dans 
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l’homéostasie de LTm. Au contraire, l’IL-2 joue un rôle suppressif dans l’homéostasie 
des LTm CD8+. En effet, l’injection d’un anticorps monoclonal neutralisant l’IL-2 
augmente le niveau basal de la prolifération homéostatique des LTm CD8+ (556). 
Effectivement, il a été suggèré que la neutralisation de l’IL-2 par l’anticorps conduit à la 
suppression des Treg qui sont capables d’inhiber l’activité de l’IL-15 (557). 
La cytokine IL-7 appartient aussi la famille des cytokines ayant la chaîne γc, et 
est aussi impliquée dans l’homéostasie des LTm CD8+ antigènes spécifiques. En effet, 
une augmentation du nombre de LTm CD8+ CD122high est observée chez une souris 
surexprimant l’IL-7 et déficiente pour IL-15 (506). Similaire à ces résultats, il a été 
montré que les LTm CD8+ CD122high transférés dans une souris syngénique irradiée 
puissent assurer une prolifération homéostatique même si l’hôte est déficient pour la 
cytokine IL-7 ou IL-15. Cependant, il a été observé une incapacité de la prolifération 
quand la souris hôte est déficiente pour les deux cytokines (411, 558). Il a été montré 
qu’une immunisation avec des antigènes associés à des adjuvants génère des LTm CD8+ 
dépendant de l’IL-15, alors qu’une immunisation avec des agents infectieux favorise la 
formation de LTm CD8+ qui peuvent survivre en absence de l’IL-15 due à la présence de 
l’IL-7 (410, 551). 
Ainsi tel que décrit ci-dessus, les LTm CD8+ spécifiques d’un antigène sont 
dépendant de l’IL-7 pour leur survie et dépendant d’IL-15 pour leur prolifération 
homéostatique. En effet, au cours d’expériences dans lesquelles des souris déficientes 
pour IL-15 ont été immunisées, il a été observé dans ces souris un défaut de prolifération 
homéostatique des LTm générés accompagnée d’une disparition graduelle des LTm 
CD8+ spécifiques à l’antigène (551). L’importance de l’IL-7 dans la survie des LTm 
CD8+ antigènes spécifiques a été montré en utilisant des souris dont l’expression de l’IL-
7R est abolie ou des souris dont le domaine intracellulaire du récepteur à l’IL-7R est 
muté de manière à bloquer la transmission du signal, soit l’activation de STAT5 et la 
production de Bcl-2 (538, 559, 560). Les LTn CD8+ déficients pour IL-7R sont capables 
de former des LTm CD8+ antigènes spécifiques qui ont la capacité de s’autorenouveller 
en réponse à l’IL-15, mais qui disparaissent graduellement. La surexpression de Bcl-2 
peut compenser l’absence d’IL-7R. Ceci indique que la survie de LTm CD8+ est 




Par ailleurs, de récents travaux montrent que la cytokine IL-15, qui est impliquée 
dans le maintien des LTm CD8+ spécifiques de l’antigène, peut induire l’expression de 
4-1BB préférentiellement sur les LTm ayant un phénotype CD8+CD44hi et que le ligand 
4-1BBL joue un rôle important dans la survie de ces cellules (561). En effet, ces études 
montrent que le transfert de LTm CD8+CD44hi déficients pour 4-1BBL dans une souris 
non immunisée, résulte à une diminution du nombre de ces cellules au cours du temps 
dans la rate et dans la moelle osseuse (niche préférentielle des cellules mémoires) (561). 
Ces données suggèrent que lorsque les LT CD8+ mémoires se trouvent dans un 
environnement riche en IL-15, comme la moelle osseuse, l’expression de la molécule 4-
1BB leur permettent de survivre au cours du temps suite à l’interaction avec 4-1BBL. 
2. Les LTm CD8+ naturels 
Les LTm CD8+ CD122low se distinguent des LTm CD8+ CD122high, car les 
CD122low n’ont pas besoin de l’IL-15 pour leur autorenouvellement (412, 514). Ces 
cellules ont un phénotype activé (CD69high, CD62Llow, IL-7Rlow) (554) et sont 
dépendantes de la présence du CMH I (450). En effet le transfert des LTm CD8+ 
CD122low dans une souris γc déficiente ne manifeste aucun problème de homéostatique 
alors que dans une souris déficiente pour le CMH I, ces cellules sont incapables de 
proliférer (450). Ainsi, ces cellules sont dépendantes du signal RCT pour leur maintien. 
B. Homéostasie des LTm CD4+  
De même que les LTm CD8+, l’homéostasie des LTm CD4+ est différente entre 
les LTm naturels et les LTm obtenus suite à une immunisation ou une infection (les 
LTm CD4+ antigène spécifique). 
1. Les LTm CD4+ spécifiques d’un antigène 
A l’aide d’études utilisant des souris déficientes pour le CMH II ou des souris 
ayant une ablation de l’expression du RCT, il a été montré que les LTm CD4+ antigènes 
spécifiques ne nécessitent pas une interaction avec le CMH II/RCT pour leur survie et 
leur prolifération homéostatique (488, 562). Par ailleurs, il a été montré que les LTm 
CD4+ déclinent au cours du temps par rapport aux LTm CD8+ qui se maintiennent (563). 
Une récente étude montre que la longévité des LTm CD4+ est dépendante de la force du 
signal RCT suite à la reconnaissance de l'antigène (333). Ainsi, une forte activation des 
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LTn CD4+ (avidité du RCT optimal) mène à la formation d'une population de LTm 
CD4+ plus stable (333). De plus, les auteurs montrent que ces cellules ont une 
expression élevée du récepteur à l'IL-7 et un niveau faible pour le récepteur à l'IL-15 
(CD122): LTm CD4+ CD127high CD122low (333). Ce résultat confirme l'importance de la 
cytokine IL-7 dans le maintien des LTm CD4+ antigène spécifique. En effet, dans des 
conditions lymphopéniques, les LTm CD4+ antigènes spécifiques nécessitent la présence 
d’IL-7 pour faire une prolifération homéostatique (564). De plus, une souris IL-15 
déficiente injectée avec un anticorps bloquant pour IL-7R est incapable d'assurer une 
prolifération homéostatique basale pour les LTm CD4+ antigènes spécifiques (565). 
Ainsi, les cytokines IL-7 et IL-15 sont essentielles pour l’homéostasie et la survie sur 
une période prolongée des LTm CD4+. En effet, des études montrent que la déplétion 
des cellules utilisant IL-15 pour leur survie (les LT CD8+ et NK) entraîne une 
augmentation de la prolifération homéostatique des LTm CD4+ (564). La compétition 
pour IL-15 entre les LTm CD8+ CD122high, les NK et les LTm CD4+CD122low 
pourraient expliquer la diminution graduelle des LTm CD4+ antigène spécifique au 
cours du temps, puisque le récepteur est moins fortement exprimé à leur surface (563). 
2. Les LTm CD4+ naturels 
A l’aide de techniques de transfert adoptif de LTm CD4+ dans des souris 
déficientes pour CMH II ou/et IL-7 ou des souris déficientes pour IL-15 et/ou IL-7, il a 
été montré que les LTm CD4+ naturels sont hétérogènes (558, 564, 566, 567). En effet, 
un groupe de LTm CD4+ est dépendant de l’expression du CMH II pour sa survie et se 
caractérise par sa capacité à faire une prolifération homéostatique rapide dans une souris 
lymphopénique (558, 564, 566, 567). Le second groupe des LTm CD4+ est indépendant 
de l’expression du CMH de classe II et se distingue du premier groupe par sa propriété à 
faire une prolifération homéostatique plus lente (558, 564, 566, 567). Par contre, cette 
dernière est dépendante de la présence de l’IL-7 et de l’IL-15 pour favoriser la 
prolifération homéostatique (502, 565, 568). De même que les LTm CD4+ spécifiques 
d’un antigène, les LTm CD4+ naturels disparaissent graduellement au cours du temps, ce 




III. La niche des LTm 
La moelle osseuse sert de réservoir aux LTm (569). Effectivement, la moelle 
osseuse possède un nombre élevé de LT présentant un phénotype mémoire, puisque la 
majorité de ces LT chez la souris expriment fortement le marqueur CD44 (570, 571) et 
chez l’homme expriment faiblement le marqueur CD45RA (572). Le nombre de LTm 
CD8+ dans la moelle osseuse est largement supérieur à la somme de ceux trouvés dans la 
rate, les ganglions, le foie et le poumon (573). De plus, les LTm CD8+ se trouvant dans 
la moelle osseuse ont une capacité identique aux LTm de la rate à assurer une protection 
à long terme. En effet, il a été démontré que le transfert adoptif de LTm CD8+ 
spécifiques pour le virus LCMV provenant de la moelle osseuse ont la capacité d’assurer 
une protection anti-virale dans une souris receveuse équivalente au LTm se trouvant 
dans la rate (574). 
La moelle osseuse est le site préférentiel de la prolifération homéostatique des 
LTm (573, 575). En effet, il a été montré par un transfert adoptif de LTm CD8+ marqués 
aux CFSE et à l’aide d’un traitement de BrDU que les LTm CD8+ sont capables 
d’effectuer de la prolifération homéostatique aussi bien dans les sites lymphoïdes que 
non-lymphoïdes (575). Cependant, c’est dans la moelle osseuse que la prolifération 
homéostatique est le plus importante (575). Par ailleurs, les cellules stromales et 
hématopoïétiques de la moelle osseuse produisent à la fois les cytokines IL-7 et IL-15 
qui sont respectivement impliquées dans la survie et la prolifération homéostatique. En 
effet, les études de Parretta et coll démontrent que les LTm CD8+ expriment faiblement 
la chaîne CD127 du récepteur à l’IL-7, et ils suggèrent que ceci peut être une 
conséquence de la présence en continu des cytokines IL-7 et IL-15 (573). De plus il est 
montré que 25% des LT dans la moelle osseuse engagent un contact prolongé avec les 
DCs sans entraîner leur activation (576), ceci permet la transprésentation de l’IL-15 qui 
est nécessaire à la prolifération homéostatique des LTm CD8+ (577).  
La niche de la moelle osseuse permet aussi de définir des limites dans la 
prolifération des LTm due à une restriction des ressources et de l’espace (578). En effet, 
il a été montré que l’entrée des LT CD44high dans la moelle osseuse est limitée par la 
présence d’un large nombre des LT CD44high « rivaux » présents en périphérie suggérant 
un processus de compétition pour rentrer dans la moelle osseuse (579). En effet, il a été 
montré par des infections en série avec différents virus que le pourcentage d’une 
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population de LTm CD8+ spécifique d’un antigène peut diminuer par la présence d’une 
nouvelle population de LTm CD8+ spécifique d’un autre antigène immunodominant 
(580). Ainsi, la compétition pour entrer dans la moelle osseuse permettrait de maintenir 
un répertoire polyclonal de LTm CD8+. 
La présence des LTm dans la moelle osseuse est assurée par l’expression des 
molécules appartenant à la famille TNF/TNFR. En effet, le transfert adoptif des LTm 
dans un hôte non immunisé et déficient pour la molécule 4-1BBL montre une diminution 
significative des LTm CD8+CD44high dans la moelle osseuse mais pas dans la rate (561). 
De plus, il a été montré que l’expression de 4-1BB sur les LTm CD8+ est assurée par la 
présence de la cytokine IL-15 (561) alors que la cytokine IL-7 favorise l’expression de 
OX-40 sur les LTm CD4+ (581). Ainsi la molécule 4-1BB participe au maintien des 
LTm CD8+ dans la moelle osseuse. 
Le réservoir des LTm CD4+ est différent des LTm CD8+. En effet, les LTe et 
LTm CD4+ se situent dans les organes non-lymphoïdes. De plus, par l’utilisation de LT 
CD4+ déficient ou non pour la molécule OX-40, il a été montré que cette molécule est 
importante pour leur survie et leur maintien (144, 149). A l’aide d’un transfert adoptif de 
LTm CD4+, il a été montré que ces cellules interagissent avec des cellules 
« accessoires » CD4+CD3-CD11c+ via OX40 (582). En effet, cette interaction n’est pas 
visible lors d’un transfert avec des LTm CD4+ déficient pour OX40 (582). Ces cellules 
accessoires expriment de manière constitutive CD30 et OX40L (582). Par ailleurs, il a 
été montré que l’absence de l’expression de CD30 et OX-40 sur les LTm CD4+ 
entraînent un défaut dans leur survie à long terme après immunisation et une incapacité 
d’assurer l’aide aux LB (581). Du fait que l’IL-7 favorise l’expression de OX-40 (581), 
il est suggéré que le maintien des LTm CD4+ est assuré par la présence de la cytokine 
IL-7 et par l’interaction avec ces cellules accessoires.  
   
 
 LES PROBLEMATIQUES 
Durant mon doctorat, j’ai eu l’opportunité de pouvoir répondre à trois questions 
fondamentales qui se traduisent par la réalisation de trois articles scientifiques. 
Q1 : Combien de molécules de RCT sont nécessaires pour déclencher une 
réponse CD8+? 
Tel que montré dans cette introduction, l'activation optimale des LT est 
dépendante de trois paramètres : la concentration et l'affinité de l'antigène (55, 396, 397), 
la présence ou non des molécules de co-stimulation (98, 398, 399) et la durée de 
l'interaction entre les LT et les CPA (98, 398-401). Or, toutes les études effectuées sur 
l'importance de cette interaction entre la cellule T et la CPA ont été réalisées avec 
l'utilisation de peptides altérés ou antagonistes ou par l'emploi de souris mutantes pour la 
voie de signalisation du RCT ou pour des molécules de costimulation. Dans notre étude, 
nous avons voulu étudier l'influence de la quantité de RCT exprimé par les LTn et donc, 
l’influence de la force du signal transmis par le RCT sur le développement de la réponse 
des LT in vivo. Pour ce faire, nous avons utilisé la souris transgénique unique chez 
laquelle on peut-être modulé l’expression du RCT OT-1 (487). Dans ce modèle, 
l’expression du RCT OT-1 spécifique pour le peptide ovalbumine dans le contexte CMH 
de classe I Kb, peut être moduler de façon dose dépendant par la tétracycline (TET) 
(487). En effet, cette souris est composée de trois transgènes (Tg) permettant la 
régulation de l’expression du RCT. Le premier transgène permet l’expression du 
transactivateur TetR-VP16 (Tta) spécifiquement dans les LT à l’aide du promoteur 
proximal Lck. Le transactivateur Tta est une protéine de fusion entre le transactivateur 
de transcription d'origine virale (VP16) et le répresseur de l’opéron tétracycline de la 
bactérie E.coli (TetR) (583). Le second Tg code pour la chaîne α du RCT OT-1 dont 
l’expression est placée sous le contrôle d'un promoteur minimal fusionné à 7 séquences 
TetO (487). L'expression du transactivateur Tta permet la transcription de la chaîne α du 
RCT OT-1 suite à sa liaison sur la séquence TetO en absence de Tet. Cependant en 
présence de la TET, la fixation de Tta sur le motif TetO est inhibée ce qui empêche 
l'expression de la chaîne α du RCT OT-1. Le troisième Tg est exprimé de manière 
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constitutive à l’aide du promoteur RCTβ et code pour la chaîne β du RCT OT-1. Ainsi 
comme préalablement montré par les travaux de Labrecque et coll. la quantité de RCT à 
la surface des LT est dose dépendante de la quantité de TET administrée aux souris 
(487). A l’aide d’un transfert adoptif et de l’immunisation des souris receveuses, il nous 
a donc été possible d'évaluer in vivo l’influence de l’expression du RCT sur le nombre et 
la fonctionnalité des LTe CD8+ antigènes spécifiques générés ainsi que le nombre et le 
phénotype de LTm CD8+. Les résultats sont présentés sous forme d'un bref papier 
scientifique, qui va être publié dans la revue Immunology and cell biology en tant que 
short communication. 
Q2 : Comment les LTe sont-ils sélectionnés pour survivre et se différencier en 
LTm? 
En effet, jusqu’à présent peu de choses sont connues sur les signaux impliqués 
dans le développement des LTm. Cependant comme préalablement décrit, certains 
marqueurs ont été identifiés comme étant impliqués dans la génération des LTm tels que 
la cytokine IL-7 (351, 504), la sérine protéase Spi2A (372), le facteur de transcription 
Bcl-6 (355, 386, 387) et le ratio des facteurs de transcription T-bet/Eomes (349, 356, 
368). D’autre part, des études mettent en valeur l’influence de l’affinité et l’avidité du 
RCT ainsi que la signalisation du RCT sur la génération des LTm (345, 408). 
Cependant, aucune étude n’a été faite sur l’implication de la force du signal dans le 
développement des LTm. Ainsi dans le laboratoire, nous avons émis l’hypothèse que la 
force et la qualité du signal RCT peuvent influencer la formation des LTm. A l'image des 
études effectuées sur l’implication du signal RCT dans le devenir des LT, nous nous 
sommes particulièrement intéressés à la variation de l'avidité du RCT pour son signal sur 
la réponse LT. Pour cela, nous avons varié la densité de l'épitope présenté par les DCs 
lors d'une immunisation afin d'étudier la réponse des LT, ainsi que le profil 
phénotypique, fonctionnel et génétique des LTe au pic de la réponse. Les résultats sont 
présentés sous forme d'article intitulé « Epitope density controls CD8+ memory T cell 
différenciation » qui a été soumis dans le PlosOne. 
Q3 : Comment les LTm survivent-ils dans l’organisme? 
Dans l’organisme, les LTn et les LTm sont importants pour la protection de 
l’organisme contre l’invasion de pathogènes, il est donc nécessaire de maintenir de 
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manière constante l’homéostasie de ces cellules. Tel que décrit précédemment, les LTn 
et les LTm partagent les mêmes cytokines pour survivre et pour assurer leur 
autorenouvellement. De plus, il a été montré que la survie des LTn est aussi dépendante 
d’une interaction entre leurs RCT et le complexe CMH/peptide du soi à l’inverse des 
LTm. Par ailleurs, les LTm sont maintenus dans un état de « pré-activation » de manière 
à répondre plus rapidement et plus efficacement à une seconde infection. Ainsi, dans le 
laboratoire, nous avons émis l’hypothèse que les LTm émettent un signal constitutif de 
leur RCT afin de pouvoir survivre à long terme dans l’organisme de manière à ne pas 
entrer en compétition avec les LTn pour les cytokines. L’idée d’un signal constitutif a 
déjà été observée pour les LB matures. En effet, il a été montré qu’un signal basal du 
RCB est impliqué dans la survie homéostatique des LB périphériques et dans le 
développement progressif et fonctionnel du pre-RCB et ceci de manière indépendante à 
la présence d’antigène (584-588). Pour répondre à l’hypothèse de la présence d’un signal 
constitutif du RCT pour la survie des LTm, nous avons employé le même modèle de 
souris que celui utilisé dans l'article n°1 et un variant de ce modèle qui se caractérise par 
l’absence de la chaîne Vβ du RCT. Cette privation permet d'avoir un modèle de souris 
dont l'expression de la chaine α du RCT OT-1 peut être contrôlée par le traitement à la 
tétracycline dans un répertoire polyclconal de LT CD4+ (modèle de souris LTAOCα-/-) 
(487). En effet, il a été montré que la chaîne Vα2 dans le thymus favorise une 
différenciation des thymocytes en LT CD4+CD8-. Tandis que la chaîne Vα2 associée 
avec la chaîne Vβ5, comme dans le modèle Vβ5LTAOCα-/-, permet le développement 
de thymocytes vers une différenciation de LT CD8+CD4- (487). Par l'utilisation de ces 
deux modèles de souris (Vβ5LTAOCα-/- et LTAOCα-/-), nous avons évalué si un signal 
constitutif du RCT existe pour la survie des LTm en abolissant l'expression du RCT à la 
surface des LTm suite à un traitement à la tétracycline. Ces résultats sont présentés sous 
forme d'un article qui a été publié en 2008 dans le journal PNAS (décembre 2008, 
volume 105, n°51) dont le titre est « Memory T lymphocyte survival does not require T 
cell receptor expression ». 
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The generation of long-lived memory T cells is critical for successful vaccination 
but the factors controlling their differentiation are still poorly defined. We tested the 
hypothesis that the level of TCR engagement contributed to memory CD8+ T cell 
generation. By manipulating TCR expression level on mouse naïve OVA-specific CD8+ 
T cells, we showed that expansion of Ag-specific CD8+ T cells is minimally affected by 
change in TCR expression level since naïve CD8+ T cells expressing as little as a 1000 
TCRs (30-fold less) show only a 2.5-fold reduction in the number of effectors generated. 
Furthermore, TCR expression level did not influence the acquisition of effector 
functions or the generation of memory T cells. Our data indicate that during an in vivo 
immune response, a threshold in the number of TCR engaged by naïve T cells is 
required for full T cell expansion but not for their differentiation into effector and 
memory T cells. 
 
 




T cell recognition of foreign antigen (Ag) induces the expansion of the few T 
cells (1 per 105-106) bearing an appropriate TCR and the acquisition of effector 
functions. These effector T cells (Te) then eliminate the pathogen by secretion of 
cytokines or by direct cytotoxicity. Following this initial clonal expansion, most Te cells 
die and only a few differentiate into memory T cells (Tm) able to respond quickly to a 
second invasion by the same pathogen. The success of the primary response critically 
depends on the number of Te cells generated, while vaccination is dependent on the 
generation and long-term maintenance of functional Ag-specific Tm cells. 
Several studies have previously suggested that the strength of TCR signaling or 
the level of TCR engagement influences T cell activation and differentiation1-7. In these 
studies, either TCR-ligand affinity or level of Ag presentation was manipulated to 
demonstrate that the T cell response is sensitive to the dose of Ag and the affinity of the 
TCR for its ligand1-7. However, most of these experiments were performed in vitro using 
T cell hybridomas, T cell clones or T cell lines. These cells have a pre-activated status 
and might not properly reflect the in vivo response of naïve T cells. Other in vitro studies 
have shown that the T cell response is sensitive to the number of TCR expressed by T 
cells1 and that different levels of TCR engagement are required to induce specific T cell 
responses6-9, where the hierarchy from weak to strong TCR signal promotes killing, 
cytokine production and proliferation for CD8+ T cells8. More recently, the role of TCR 
affinity and avidity has been re-evaluated for in vivo CD8+ T cell responses10-12. 
Labrecque et al were the first to readdress this issue using a transgenic mouse model in 
which OT-1 TCR (specific for ovalbumin, OVA) expression level could be regulated by 
tetracycline (TET)10. They showed that following immunization with low Ag 
concentration, T cell proliferation and cytokine production decrease when the TCR 
density is reduced10. However, in this same model, TCR density does not affect T cell 
proliferation and cytokine production after immunization with higher concentration of 
Ag10. Unexpectedly, it was noted that the threshold for responsiveness is very low and 
estimated to 500-1000 TCRs10. The effect of TCR density on the generation of Tm cells 
was not evaluated in that study. Using a vaccinia virus engineered to express different 
amounts of a class I epitope, Wherry et al have shown that CD8+ T cell expansion is 
directly proportional to the amount of Ag expressed by the virus11. Moreover, in this 
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setting, CD8+ Tm cell development is proportional to the number of CD8+ Te cells 
generated11. More recently, Zehn et al have shown with altered peptide ligands that 
while the strength of TCR-ligand interaction affects the level of T cell expansion, Ags 
with very low affinity for the TCR are nevertheless able to induce the complete 
differentiation of naïve CD8+ T cells into Te and Tm cells12. Together, these studies 
indicate that the strength of TCR signaling controls the magnitude of the expansion 
phase10-12 and that strong TCR signaling is not necessary for the generation of Tm 
cells11, 12. However, this does not exclude that a certain threshold of TCR engagement is 
required for the generation of Tm cells.  
Another important parameter for the sensitivity of the T cell response is the 
continuous engagement of the TCR with self-ligands13-19. Indeed, abolition of TCR 
interaction with self peptide-MHC complexes leads to a severe reduction in T cell 
reactivity to foreign Ag13. Additionally, TCR-self ligand interactions contribute to T cell 
responses to foreign Ag14-19. Thus, it is highly plausible that reducing TCR density on 
naïve Ag-specific CD8+ T cells will affect in vivo T cell responses and the generation of 
Tm cells.  We decided to evaluate the role of TCR density on the generation of CD8+ 
Tm cells using a mouse model in which TCR expression can be manipulated by TET. 
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RESULTS AND DISCUSSION 
To study the influence of TCR expression levels on in vivo T cell responses, we 
used Vβ5LTAOCα-/- transgenic mice in which OT-1 TCR expression level on CD8+ T 
cells can be controlled by TET10.  Donor Vβ5LTAOCα-/- female mice were treated with 
different doses of TET (0, 5 and 400 μg/ml) to obtain T cells expressing various levels 
of TCR (Figure 1a). We estimated the number of TCR molecules expressed by OVA-
specific Vβ5LTAOCα-/- T cells treated with TET by measuring their TCR Vα2 staining 
intensity and comparing it to that of CD8+ T cells from a C57BL/6 mouse, which are 
estimated to express 30 000 TCRs. As shown in Figure 1b, OVA-specific CD8+ T cells 
from untreated Vβ5LTAOCα-/- mice express two-fold less TCR than C57BL/6 CD8+ T 
cells. After TET treatment, TCR expression was decreased from 5-fold (TET 5 μg/ml) to 
14-fold (TET 400 µg/ml) when compared to untreated T cells from Vβ5LTAOCα-/- 
mice (Figure 1b). We noted slight variations in TCR expression levels upon TET 
treatment correlating with the use of mice that are either heterozygous or homozygous 
for the different transgenes of the Vβ5LTAOCα-/- model (data not shown). Our ability to 
regulate TCR expression levels on CD8+ T cells led us to evaluate the influence of TCR 
density during an in vivo T cell response in conditions where the amount of Ag 
presented by APCs was not changed. To do so, CD8+ Vβ5LTAOCα-/- T cells (CD45.2+) 
expressing various TCR levels were transferred into congenic B6.SJL mice (CD45.1+) 
pre-treated for one week with the same dose of TET as the transferred T cells. Two days 
later, recipient mice were immunized with dendritic cells (DCs) pulsed with OVA as 
previously described20. As shown in Figure 1c and d, CD8+ naïve T cells expressing 5-
fold less TCRs generate similar numbers of Te cells at the peak of the response (d4) than 
cells from untreated mice. Further reducing TCR expression level to 1000 molecules led 
to a 2.5-fold reduction in the number of OVA-specific CD8+ Te cells. As expected, T 
cell expansion was not observed following immunization with DCs pulsed with an 
irrelevant peptide (Figure S1). These results suggest that a threshold of TCR engagement 
is required for full T cell expansion following immunization. We further evaluated if 
variations in TCR expression levels affect the differentiation of naïve T cells. As shown 
in Figure 1e, TCR density did not influence the phenotype of OVA-specific CD8+ Te 
cells. In addition, we did not observe a notable difference in the capacity of Te cells to 
degranulate, as measured by CD107a expression, and to produce granzyme B (Figure 
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1f). There was a modest increase in IFN-γ production when TCR density was low at 
priming (Figure 1g) while we did not see any difference in IL-2 production (Figure 1g). 
These results suggest that TCR density influences the magnitude of the T cell response 
without affecting CD8+ Te cell differentiation. 
It has been previously shown that the total signal strength upon Ag encounter 
determines the capacity of primed T cells to respond to homeostatic cytokines, to 
survive to cytokine withdrawal and to accumulate in vivo in an Ag-free environment21, 
22. Therefore, we evaluated whether TCR density affected the expression of cytokine 
receptors, such as IL-2/15Rβ and IL-7Rα, which control T cell survival and memory 
generation23-27. In our model, IL-2Rβ and IL-7Rα expression by OVA-specific CD8+ Te 
cells were not affected by TCR density (Figure 2a). These results show that cytokine 
receptor expression is independent of TCR expression level and suggest that IL-2, IL-15 
and IL-7 responses are not affected in T cells with low TCR density. As a consequence, 
the Te cells generated with different TCR densities should normally differentiate into 
Tm cells if cytokine signals are key regulators of Tm cell generation. As shown in 
Figure 2b and c, the number of Tm generated at d45 post-immunization was 
proportional to the number of CD8+ Te cells obtained at the peak of response. No Tm 
cells were generated following immunization with DCs loaded with an irrelevant peptide 
(Figure S1). Moreover, the phenotype of OVA-specific CD8+ Tm cells was similar 
irrespective of the amount of TCR expressed by naïve T cells at priming (Figure 2d) and 
there was no difference in the functionality of the CD8+ Tm cells that were generated 
(Figure 2e and Figure S2). These results show that TCR expression levels on naïve 
CD8+ T cells at priming affects the number of effectors generated and consequently the 
number of Tm cells generated. 
In agreement with our results, a recent study using altered peptide ligands 
demonstrated that the duration and the magnitude of the expansion phase of Ag-specific 
CD8+ T cells is dependent on the affinity of the TCR for its ligand while further 
differentiation into Tm cells was not12.  In our study, we manipulated TCR expression 
level without changing the density of Ag presented by APCs and showed a selective 
reduction in the magnitude of CD8+ T cell response which resulted in the generation of 
fewer CD8+ Tm cells. Therefore, we have shown that the magnitude of the expansion 
phase is dependent on the number of TCRs engaged at priming and that the generation 
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of CD8+ Tm cells depends on the number of Te cells generated irrespective of TCR 
density. Our results might explain why patients with low TCR expression levels due to 
mutations in CD3 genes are not immunocompromised28-30. Futhermore, other studies 
have shown that altering the quality/duration of T-DC interactions, by knocking-out 
ICAM-1 expression31 or by varying epitope density (Leignadier et al, submitted), affects 
the generation of Tm cells without influencing CD8+ T cell expansion and acquisition of 
effector functions. This suggests that different parameters control CD8+ T cell expansion 
and memory generation, where TCR density or affinity is involved in the expansion 
while epitope density or duration of T-DC interactions controls memory generation. The 
reduction in T cell expansion with low TCR density could also be a direct consequence 
of a decrease in T cell sensitivity due to less interaction with self-ligands known to 




Mice and TET treatment 
Mice were bred under specific pathogen-free conditions. Vβ5LTAOCα-/- mice 
expressing a TET-inducible TCR specific for the OVA257– 264 peptide in the context of 
Kb (OT-1 TCR)10 were on a Cα-deficient background. To modulate TCR expression, 5 
or 400 µg/ml of TET supplemented with 2% sucrose was administrated in the drinking 
water. All experiments were approved by the Animal Care Committee. 
 
In vivo T cell responses 
Vβ5LTAOCα-/- mice were treated for 10d with different doses of TET to 
modulate TCR expression levels. 106 female OVA-specific CD8+ T cells (CD45.2+) 
were transferred into female B6.SJL (CD45.1+) recipient mice20. Two days later, 
recipient mice were immunized i.v. with 5x 105 male B6.SJL mature DCs loaded with 2 
µg/ml of OVA peptide20. Recipient mice were treated for one week before and after the 
adoptive transfer. The presence of Te (d4) and Tm (d45) cells were evaluated in the 
same mouse by sequential removal of superficial lymph nodes (inguinal or brachial) 
followed by staining with anti-CD8 and anti-CD45.2 Abs as described previously20. 
Effector functions were evaluated as previously described20. 
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Figure 1 Influence of TCR density on CD8+ Te cell generation. (a) The overlay 
represents TCR Vα2 chain expression by Vβ5LTAOCα-/- CD8+ T cells after 10d of TET 
administration. (b) Quantification of the number of TCRs expressed by CD8+ T cells 
after TET treatment. The mean number of TCRs expressed at the surface of CD8+ T 
cells is indicated on the histogram. (c) Number of Te cells recovered from one lymph 
node at d4 post immunization relative to the number of TCRs expressed by Ag-specific 
CD8+ T cells. (d) Significant reduction in the number of Te cells generated at low TCR 
density. NS, not significant; *, p < 0.05. (e) The phenotype of Te cells is not affected by 
TCR density. The histograms show CD44 (top) and Ly6C (bottom) expression at d4 
post-immunization by Ag-specific CD8+ Te cells (CD45.2+). (f-g) Acquisition of 
effector functions is not affected by TCR density. (f) The overlays show expression of 
CD107a (top) and granzyme B (bottom) by Ag-specific Te cells (CD8+CD45.2+) and 
recipient T cells (CD8+CD45.2-). (g) The overlays show expression of IFN-γ (top) and 
IL-2 (bottom) by Ag-specific Te cells (CD8+CD45.2+) and recipient T cells 
(CD8+CD45.2-). 
Figure 2 CD8+ Tm cell development is not affected by TCR density (a) 
Expression of cytokine receptors on effectors at the peak of response. The overlays show 
IL-2Rβ (top) and IL-7Rα (bottom) expression for recipient CD8+ T cells (CD45.2-) and 
for Ag-specific CD8+ T cells (CD45.2+) expressing different TCR levels. (b) Number of 
Ag-specific CD8+ Tm cells recovered from one lymph node relative to TCR numbers 
expressed by naive cells. (c) Significant reduction in the number of Tm cells generated 
when TCR density is low. NS, not significant; *, p < 0.05. (d) Phenotype of Ag-specific 
CD8+ Tm cells. The histograms show CD44 (top) and Ly6C (bottom) expression by Ag-
specific CD8+ Tm cells (CD45.2+) at d45 post-immunization. (e) The functionality of 
CD8+ Tm cells is not affected by TCR density. The overlays show production of IFN-γ 
(top) and IL-2 (bottom) by Ag-specific Tm cells (CD8+CD45.2+) and recipient T cells 


















Figure S1 Generation of CD8+ Te and Tm cells following immunization with 
DCs loaded with the OVA peptide. DCs loaded with the OVA peptide (DC OVA)or 
with an irrelevant peptide (DC IRR) were used to immunize mice that have been 
adoptively transferred with Vb5LTAOCa-/- T cells treated with different doses of TET 
(0, 5 or 400 mg/ml). The percentage and number of Ag-specific (CD8+CD45.2+) 
effector (A) and memory (B) T cells recovered from one lymph node are indicated in 




Figure S2 The functionality of CD8+ Tm cells is not affected by TCR density. 
45 days post-immunization, splenocytes were restimulated in vitro for 6 hours with the 
OVA peptide (2 mg/ml) followed by intracellular staining. The overlays show 
production of IFN-g (top) and IL-2 (bottom) by Ag-specific Tm cells (CD8+CD45.2+) 
and recipient T cells (CD8+CD45.2-). The percentage of cytokine producing cells is 
indicated on the histograms. 
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Background: The generation of long-lived memory T cells is critical for 
successful vaccination but the factors controlling their differentiation are still poorly 
defined. We tested the hypothesis that the strength of T cell receptor (TCR) signaling 
contributed to memory CD8+ T cell generation.  
 
Methodology/Principal Findings: We manipulating the density of antigenic 
epitope presented by dendritic cells to mouse naïve CD8+ T cells, without varying TCR 
affinity. Our results show that a two-fold decrease in antigen dose selectively affects 
memory CD8+ T cell generation without influencing T cell expansion and acquisition of 
effector functions. Moreover, we show that low antigen dose alters the quality of the 
interaction between T cells and dendritic cells and finely tunes the expression level of 
the transcription factors Eomes and Bcl6. Furthermore, we demonstrate that priming 
with higher epitope density is necessary to downregulate the expression of Neuron-
derived orphan nuclear receptor 1 (Nor-1). As a result, this prevents the conversion of 
Bcl-2 into a pro-apoptotic molecule and allows CD8+ memory precursor survival during 
the contraction phase.  
 
Conclusions: Our results show that the amount of antigen encountered by naive 
CD8+ T cells following immunization with dendritic cells does not influence the 
generation of functional effector CD8+ T cells but rather affects CD8+ Tm cell 
differentiation. Our data support a model where antigenic epitope density sensed by 






During an immune response, antigen (Ag)-specific naive T cells undergo massive 
proliferation and differentiate into effectors that eliminate the pathogen. After Ag 
clearance, 90-95% of effector T cells die while a few differentiate into long-lived 
memory T (Tm) cells. The efficient protection provided by Tm cells is due to both the 
increased number of Ag-specific T cells as well as their enhanced  sensitivity upon Ag 
re-exposure [1]. Therefore, Tm cell development is critical for the control of recurrent 
infections and for the success of vaccination. A better understanding of the molecular 
events leading to Tm cell generation is crucial to improve vaccination. However, there is 
limited information regarding the signals that dictate Tm cell generation and we still do 
not known if the strength of T cell receptor (TCR) signaling and the affinity/avidity of 
the TCR contribute to the development of CD8+ Tm cells.  
While strong experimental evidences exist for a role of the strength of TCR 
engagement for CD4+ Tm cell generation [2,3,4] such evidences are scarce or against 
this concept in the development of CD8+ Tm cells [5,6]. A recent study has evaluated 
the role of TCR affinity for the generation of effector and memory CD8+ T cells [6]. 
Using altered peptide ligands, they have shown that Ags with very low affinity for the 
TCR are able to induce the complete differentiation of naïve CD8+ T cells into effector 
and memory cells. However, the strength of TCR-ligand interaction affected the level of 
T cell expansion [6]. To evaluate the contribution of the strength of TCR signaling in the 
generation of effector and memory CD8+ T cells, rather than modifying the nature of Ag, 
we decided to manipulate the level of Ag presentation by dendritic cells (DCs) to naïve 
CD8+ T cells while maintaining constant the affinity of the TCR for its ligand. 
Unexpectedly, we observed that lowering the avidity of the TCR-MHC-peptide 
interactions by decreasing Ag dose by only two-fold strongly affected the generation of 
CD8+ Tm cells without impacting effector generation. Moreover, we showed that lower 
density of MHC-peptide complexes at the surface of DCs alters the quality of T-DC 
interaction. Consequently, the induction of the molecular program required for CD8+ Tm 
cell development is altered as shown by a fine tuning in expression level of the 
transcription factors Eomes and Bcl6. Furthermore, our results showed that higher level 
of TCR engagement at priming is necessary to promote the survival of memory 
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precursor CD8+ T cells during the contraction phase of the response. Indeed, we 
identified Neuron-derived orphan nuclear receptor 1 (Nor-1) as a possible new pathway 
controlling Ag-specific CD8+ T cell survival during contraction. Altogether, our data 





Epitope density influences CD8+ T cell fate.  
To study the role of TCR signaling strength for CD8+ Tm cell development, we 
chose to only vary the dose of Ag while keeping TCR affinity and inflammation 
constant. To eliminate any influence of TCR affinity, we adoptively transferred 
ovalbumin (OVA)-specific CD8+ T cells bearing a monoclonal TCR specific for the Kb-
SIINFEKL complex.  To maintain constant and low levels of inflammation, 
we immunized these mice with DCs while we manipulated Ag dose by loading the 
DCs with different densities of major histocompatibility (MHC)-peptide complexes. 
Furthermore, DC immunization favors the early generation of Ag-specific CD8+ T cells 
with a memory precursor phenotype [7,8,9]. Although these cells have a memory 
precursor phenotype at the peak of the response, they also acquire effector functions and 
go through a normal contraction phase [7,9]. This suggests that they must undergo 
further maturation to become long-lived CD8+ Tm cells and that only a fraction of the 
memory precursors has acquired the proper genetic program to become long-lived Tm 
cells. Therefore, this system allows us to evaluate if the strength of TCR signaling at 
priming impinges on the optimal differentiation of memory CD8+ precursors into long-
lived Tm cells.  
To generate DCs loaded with different densities of MHC-peptide complexes, 
bone marrow derived mature DCs were pulsed overnight (DC O/N) or 3h (DC 3h) with 
the SIINFEKL peptide. DC O/N express two-fold more Kb-SIINFEKL complexes than 
DC 3h (Figure 1A). Importantly, the two types of DCs express similar level of MHC 
class I and II molecules, as well as CD86 and produce similar amount of interleukin 
(IL)-12 (Figure S1). These DCs were used to immunize recipient mice (CD45.1+) which 
have been adoptively transferred with OT-I or Vβ5LTAOCα-/- T cells (CD45.2+) 
expressing a TCR specific for Kb-SIINFEKL [10,11]. We always transfer female T cells 
into female mice followed by immunization with male DCs to provide the T cell help 
necessary to generate functional CD8+ Tm cells [1]. Four days after immunization, a 
superficial lymph node (LN) was removed by surgery to evaluate the number of Ag-
specific CD8+ T cells generated. As shown in Figure 1B and Figure S2, the amount of 
peptide-MHC complexes expressed by DCs did not influence the expansion phase of 
OVA-specific T cells. Moreover, similar number of effectors was generated in the 
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spleen (Figure 1C) and tertiary sites (Figure S3A). In contrast, the level of Ag 
presentation to naïve CD8+ T cells impacted Tm cell differentiation (Figure 1B). 
Immunization with DC 3h generated ten times fewer CD8+ Tm cells in the LNs (Figure 
1B and Figure S2) and four times less in tertiary sites (Figure S3B). Furthermore, OVA-
specific CD8+ Tm cells were not generated in all mice that were immunized with DC 3h 
(6/16) while they were almost always generated in mice immunized with DC O/N 
(16/19; Figure 1D). With both Ag doses, Tm cells had a central memory phenotype 
(Figure S4A). In addition immunization with DCs loaded with an irrelevant peptide did 
not induce OVA-specific CD8+ T cell response (Figure S2). These results show that a 
stronger TCR signal is necessary for the efficient development of CD8+ Tm cells but not 
for the expansion of Ag-specific CD8+ T cells. 
TCR engagement level does not alter CD8+ T cell response kinetic. 
 The size of the Tm cell pool generated after Ag encounter is usually directly 
proportional to the extent of T cell expansion [12]. Thus, it is possible that immunization 
with high Ag dose prolongs T cell expansion which will generate more Ag-specific T 
cells leading to the generation of more CD8+ Tm cells. However, we observed a similar 
kinetic of expansion where the peak of the response is at day 4 for both types of 
immunization (Figure 2A). Moreover, the contraction phase is initiated at the same time 
in the two OVA-specific populations but is more pronounced with DC 3h (Figure 2A). 
Very importantly, similar results were obtained with a low frequency (104) of naïve T 
cell precursors (Figure 2B and Figure S5) indicating that the use of a high frequency of 
naïve precursors did not limit the expansion of T cells after immunization with DCs 
presenting a higher density of epitope. These results suggest that epitope density on DCs 
or TCR-ligand avidity does not regulate Ag specific CD8+ T cell proliferation after 
priming but influences their survival during contraction.   
Phenotype and functions are not influenced by the amount of Ag encountered by 
naïve CD8+ T cells.  
The inefficient CD8+ Tm cell development after immunization with DCs 
presenting low Ag density could result from an altered phenotype of Ag-specific T cells 
at the peak of the response. However, we did not observed any differences in the 
expression of cell surface, activation and migratory markers, as well as cytokine 
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receptors (Figure S4). Furthermore, effector functions were not affected by epitope 
density (Figure S6). These results suggest that the 10-fold reduction in CD8+ Tm cell 
generation with low level of Ag presentation is not due to the improper differentiation of 
naive CD8+ T cells into effectors. 
Epitope density dictates the quality of T-DC interaction.  
The variation in the level of Ag presented to naive T cells could influence the 
time of interaction between naive T cells and DCs, a key parameter for the induction of 
T cell response [13,14,15]. Furthermore, it was shown that a reduction in the interaction 
time between DCs and naïve CD8+ T cells due to ICAM-1 deficiency resulted in poor 
CD8+ Tm cell generation [15]. Therefore, we have measured by time-lapse microscopy 
the duration of contact between naïve CD8+ T cells and DC O/N or DC 3h. The 
interaction time between naïve OVA-specific CD8+ T cells and DCs tends to be lower 
with DC 3h (Figure 3A). Importantly, the percentage of naïve CD8+ T cells interacting 
for more than 640 seconds is higher with DCs loaded O/N with the antigenic peptide 
(Figure 3B). Long-lasting T-DC interaction leads to an intimate contact (engulfment) 
between T cells and DCs and is a key event controlling T cell activation [13], we 
evaluated the impact of the Ag dose on the frequency of T-DC interaction leading to 
engulfment. The frequency of T cell engulfment by DCs was proportional to the level of 
Ag presented by DCs to naïve CD8+ T cells (50% for DC O/N versus 30% for DC 3h; 
Figure 3C). Thus, we conclude that a higher density of Ag presented by DCs promotes a 
long-lasting T-DC interaction at priming which results in efficient generation of long-
lived CD8+ Tm cells. Therefore, we propose that engulfment of T cells by DCs is 
essential to generate an optimal TCR signal that will promote CD8+ Tm cell generation.  
The amount of Ag encountered by naïve T cells activates a specific genetic program 
controlling CD8+ Tm cell generation.  
Our model put us in a unique position to decipher the genetic program required 
for CD8+ Tm cell development since manipulating epitope density specifically affects 
CD8+ Tm cell generation. Furthermore, our model also offers the advantage that 
inflammation level remains constant even when we increase Ag dose. Therefore, we 
evaluated the expression level of key transcription factors involved in CD8+ T cell 
response. The transcription factor T-bet is necessary for the generation of CD8+ Tm cells 
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[16] and its expression level dictate the fate of effector CD8+ T cells [8]. Indeed, high T-
bet level is associated with the generation of short-lived effectors while low level of T-
bet is present in CD8+ memory precursors [8]. Therefore, it was possible that a certain 
level of TCR engagement was necessary to up-regulate T-bet expression. However, at 
the peak of the response, T-bet expression was similar in OVA-specific CD8+ T cells 
generated with low and high Ag doses (Figure 4A and B).  
 In contrast, high level of Eomes expression correlates with CD8+ Tm cell 
development but direct evidence for a role of Eomes is still lacking [17]. At the peak of 
the response, we observed a two-fold increase in Eomes expression by effectors 
generated following immunization with DC O/N when compared to DC 3h (Figure 4B). 
This suggests that the strength of TCR signaling directly regulate Eomes expression. 
 The transcriptional repressor Bcl6 regulates B and T cell memory 
generation [18,19,20,21] but unlike T-bet and Eomes, Bcl6 is not necessary for effector 
generation [20,21]. Accordingly, we observed a 1.3-1.6-fold increase in Bcl6 expression 
in primed Ag-specific CD8+ T cells that efficiently become Tm cells when compared to 
those that do not (Figure 4B). This suggests that a threshold of Bcl6 expression is 
required for efficient generation of CD8+ Tm cells and that the level of TCR engagement 
controls Bcl6 expression level. 
Therefore, we conclude that epitope density at priming influences the genetic 
signature of Ag-specific T cells which then impinges on their further differentiation into 
CD8+ Tm cells.  
Similar expression of pro- and anti-apoptotic molecules in CD8+ effectors 
generated with low and high density of Ag.   
One possible explanation for inefficient Tm cell generation after immunization 
with DCs presenting Ag at low density could be an increase death rate of Ag-specific 
effectors. Apoptosis can be induced in effector CD8+ T cells by different molecules such 
as Spi2A, Fas ligand (FasL) and Bim while survival can be promoted by the anti-
apoptotic molecules Bcl-2 and Bcl-xL. Bcl-2 expression in OVA-specific T cells was not 
dependent on the amount of TCR engaged with MHC-peptide complexes (Figure S7). 
Moreover, there was no significant difference in the relative expression of Spi2A, FasL, 
Bim and Bcl-XL in OVA-specific T cells generated after immunization with DC 3h or 
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DC O/N (Figure S7). These results show that the severe reduction in CD8+ Tm cell 
generation in our model is not a consequence of inappropriate expression of these pro- 
and anti-apoptotic molecules.  
Nor-1/Bcl2, a novel pathway controlling effector CD8+ T cell fate.  
Recently, Bevan’s group reported that low avidity effector CD4+ T cells unable 
to differentiate into CD4+ Tm cells have up-regulated Bim and Nor-1 expression [4]. 
Nor-1 is a member of the nuclear receptor family of intracellular transcription factor 
encoded by the Nr4a3 gene [22]. In the thymus, Nor-1 is associated with apoptosis and 
negative selection [23]. Furthermore, Nor-1 translocates to the mitochondria after TCR-
mediated stimulation in thymocytes [24] where its binding to Bcl-2 exposes the Bcl-2 
BH3 domain. This converts Bcl-2 into a pro-apoptotic molecule (thereafter named Bcl-
2-BH3) [24]. Then, Bcl-2-BH3 contributes to cytochrome c release leading to apoptosis. 
The possible role of Nor-1 in T cell apoptosis led us to evaluate its expression level in 
primed Ag-specific CD8+ T cells that are able or not to generate Tm cells. The relative 
expression of the Nr4A3 gene was two-fold less in OVA-specific CD8+ T cells generated 
after immunization with DC O/N compared to DC 3h (Figure 5A). Since Nor-1 activates 
apoptosis via binding to Bcl-2 and exposition of the BH3 domain of Bcl-2, we evaluated 
if the higher level of Nor-1 expression promoted the conversion of Bcl-2 into a pro-
apoptotic molecule. Using a mAb that recognizes specifically the Bcl-2-BH3 pro-
apoptotic form of Bcl-2 [24], we showed that the expression of Bcl-2-BH3 was 
increased in effectors obtained after immunization with DCs presenting low versus high 
level of Ag at d4 and d7 post-immunization (Figure 5B-D). 
These results show that the level of TCR engagement regulates the expression of 
Nor-1 which can via its association with Bcl-2 promote Ag-specific CD8+ T cell death. 




Our results show that the amount of Ag encountered by naive CD8+ T cells 
following DC immunization does not influence the generation of functional effector 
CD8+ T cells but rather affects CD8+ Tm cell differentiation. In the past, few groups 
have studied the impact of Ag dose on CD8+ Tm cell development. These studies 
evaluated CD8+ T cell response to infection and reported that variation in Ag level 
selectively affects the number of effectors generated without influencing memory 
differentiation [5,25]. The fact that we did not see any effect of Ag dose on the 
expansion of Ag-specific CD8+ T cells could be because we varied by only two-fold the 
amount of MHC-peptide complexes presented to naïve CD8+ T cells. Additionally, the 
level of inflammation may also account for this difference, where DC immunization 
induces very low level of inflammation relative to the inflammation induced upon 
infection. Furthermore, in our experiment, we studied the response of monoclonal, rather 
than polyclonal, T cells bearing the same TCR and therefore allowing us to evaluate the 
impact of Ag dose on CD8+ T cell response while maintaining TCR affinity constant. In 
a polyclonal repertoire, an increase in Ag concentration may induce a stronger CD8+ T 
cell response by recruiting T cells with lower affinity for Ag, thereby yielding a different 
interpretation of the results. In our model, epitope density selectively affected CD8+ Tm 
cell generation. Possible explanations for this difference are increased inflammation and 
more sustained antigenic presentation during infection. Yet, it is possible that the signals 
required for CD8+ Tm cell generation are different when the level of inflammation is 
high. Furthermore, this is an agreement with the study of Joshi et al. [8] who have shown 
that the level of inflammation dictates the fate of effectors into short-lived cells or 
memory precursors. Indeed, effector CD8+ T cells obtained with our immunization 
protocol have a memory precursor phenotype (CD62Lhi, IL-7Rhi and KLRG-1lo) and that 
they have also very good effector functions such as killing and cytokine production. 
Moreover, even though immunization with DCs expressing low or high level of the Ag 
leads both to the generation of CD8+ T cells with a memory precursor phenotype, it is 
intriguing that the efficiency of CD8+ Tm cell generation is different between the two 
immunized groups. Therefore, a different threshold of TCR engagement/signaling is 
required for the generation of short-lived effectors and long-lived CD8+ Tm cells. 
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More recently, Zehn et al. have shown using altered peptide ligands that very low 
affinity ligand are able to induce the full differentiation program of naïve CD8+ T cells 
leading to the generation of effector and memory T cells [6]. However, reduction of 
TCR ligand affinity impacted clonal burst-size [6]. Therefore, these experiments suggest 
that the strength of TCR signaling only influences the expansion phase of the T cell 
response without affecting CD8+ Tm cell development. Our results contrast with these 
data since we showed that a two-fold reduction in the amount of Ag presented to naïve 
CD8+ T cells, which also decreased TCR signal strength and TCR avidity, had a strong 
impact on CD8+ Tm cell differentiation. We would like to propose that naïve CD8+ T 
cells respond differently to a change in avidity resulting from a modification of TCR 
affinity for its ligand versus a change in avidity that occurs due to a variation of epitope 
density. Therefore, we would like to suggest that decreasing affinity will blunt T cell 
expansion while reducing epitope density will decrease CD8+ Tm cell generation. 
Furthermore, it was shown by the group of Palmer that different TCR signals are 
required for the generation of effector versus memory CD8+ T cells [26] which is 
consistent with our results where a change in avidity, without a modification of affinity, 
only affected CD8+ Tm cell development. Thus, it is possible that a change in the avidity 
of the interaction will lead to a more optimal TCR signals allowing for the generation of 
CD8+ Tm cells. In support of that is our demonstration that reduction of the number of 
MHC-peptide complexes presented by DCs to naïve CD8+ T cells decreases both the 
duration of T-DC contact and the number of productive interaction as measured by the 
rate of T cell engulfment by DCs. Also, the level of the co-receptor CD8 engaged could 
also explain how a modification of avidity by manipulating Ag density affects memory 
generation while a change in avidity by varying affinity impinges on expansion. It is 
plausible that a change of TCR affinity will not influence the extent of CD8 engagement 
with MHC class I molecules while a variation of epitope density will. 
The fact that our experimental system selectively affects the development of 
CD8+ Tm cells without influencing the number and function of effectors generated have 
allowed us to identify key molecular events required for CD8+ Tm cell generation. We 
have concentrated our effort on transcription factors known to control T cell 
differentiation such as T-bet, Eomes and Bcl6. Our results showed that the level of TCR 
engagement at priming selectively influences the expression of Eomes and Bcl6. This 
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suggests that proper regulation of the expression of these two transcription factors is 
critical to induce CD8+ Tm cell differentiation. Although the variation of Eomes 
expression is only two-fold, we believe that this is enough to impact on CD8+ Tm cell 
differentiation since it was shown that the loss of one functional allele of Eomes is 
sufficient to reduce the size of the CD8+ Tm cell pool [16]. Moreover, small variations 
in the expression of a transcription factor will probably have a strong impact by 
affecting the transcription of multiple target genes. Furthermore, our results showed that 
Eomes expression is not only controlled by inflammation level [17] and that the strength 
of TCR signaling also influences its expression. As reported by Joshi et al. the level of 
TCR engagement by naïve CD8+ T cells did not influence the expression level of T-bet 
[8]. Furthermore, effectors unable to further differentiate into CD8+ Tm cells express 
slightly lower level of Bcl6 than the one that will generate memory. Since Bcl6 is 
essential for Tm cell development [19,20], our results suggests that the strength of TCR 
signaling will influence Bcl6 expression and that the lack of memory generation with 
low dose of Ag could result from insufficient induction of Bcl6 expression. Since Bcl6 is 
not the mostly affected gene, our results suggest that induction of Bcl6 alone is not 
sufficient to promote CD8+ Tm cell differentiation without the cooperation of other 
transcription factors such as Eomes. In summary, the dose of Ag critically affects the 
generation of CD8+ Tm cells by modulating the expression of Eomes and Bcl6 at the 
peak of the response. Although the number of CD8+ Tm cells was reduced more than 
ten-fold, the impact on transcription factor expression was less important suggesting that 
small variation in their expression is dramatic for the generation of CD8+ Tm cells. Such 
strong effects have also been reported in other biological systems where mice express 
only one functional allele of Eomes [16]  and Bcl6 [27]. 
One effect of the strength of TCR signaling on CD8+ Tm cell development is to 
control Nor-1 expression level to allow for a better survival of Ag-specific T cells during 
contraction. Reducing the density of Ag presented to naïve CD8+ T cells led to a higher 
level of Nor-1 expression. Furthermore, our results suggest that Nor-1 translocates to the 
mitochondria to associate with Bcl-2 and converts it to a pro-apoptotic molecule by 
exposing its BH3 domain in a way similar to what occurs during negative selection of 
thymocytes [24]. Indeed, we have observed a direct correlation with Nor-1 expression 
level and the percentage of effectors staining positive with the anti-Bcl-2-BH3 Ab. 
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These results suggest that down-regulation of Nor-1 expression in effectors or memory 
precursors is essential to promote survival during differentiation into CD8+ Tm cells. 
Furthermore, our results indicate that caution should be taken when interpreting Bcl-2 
expression level in activated T cells since Bcl-2 can also exist in an apoptotic form when 
Nor-1 is present. We would also like to propose that Nor-1 will play a similar role 
during CD4+ Tm differentiation. The group of Bevan has shown that Nor-1 and Bim are 
highly overexpressed in effectors in which memory differentiation is blunted (4), and we 
would like to suggest that Nor-1 will inhibit CD4+ Tm cell differentiation by inducing 
apoptosis of Ag-specific CD4+ T cells.  Interestingly, we did not observed any change in 
Bim expression in our model. Our results suggest that the strength of TCR signaling 
does not influence survival of CD8+ effectors or memory precursors by regulating Bim 
expression but rather by controlling Nor-1 expression level.  
In summary, our data support a model where the epitope density sensed by the 
CD8+ T cell controls memory generation. Therefore, one important impact of our work 
relates to anti-tumor vaccination which relies on the use of DCs to immunize patients 
against tumor Ags. The dose of Ag presented by the DCs should be carefully analyzed to 
ensure proper differentiation of CD8+ Tm cells. Furthermore, analysis of the efficacy of 
the vaccination strategy should not only be performed at the effector stage of the 
response since the presence of effectors CD8+ T cells does not guarantee the proper 
generation of CD8+ Tm cells. 
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Materials and methods 
Mice 
C57BL/6, B6.SJL, OT-1 and Vβ5LTAOCα-/- mice were bred and maintained 
under specific pathogen-free condition. OT-1 were on a RAG-deficient background 
while Vβ5LTAOCα-/- were bred to Cα-deficient mice. OT-1 and Vβ5LTAOCα-/- 
express the same TCR specific for the OVA257-264 (SIINKEKL) peptide in the context of 
Kb [10,11]. Mouse experiments were approved by the Animal Care Committee of the 
Maisonneuve-Rosemont Hospital Research Center and mice were treated according to 
the guidelines of the Canadian Council on Animal Care. 
Antibodies (Abs) and cytometry.  
Anti-CD8, -KLRG1, -Ly6C, -CD122 and rat anti-mouse IgG1 Abs were 
purchased from BD Bioscience. Anti-perforin, -granzyme B, -CD127 Abs were from 
eBioscience. Anti-IL-2, -TNFα, -CD45.2, -4-1BB, -CD43, -CD5, -CD44, -CD62L and -
CCR7 Abs were purchased from Biolegend Laboratories. Anti-IFNγ, -Sca-1, and -CD25 
Abs were from Caltag Laboratories. Anti -Bcl-2-BH3 Ab was purchased from Abgent 
and anti-T-bet Ab from Santa Cruz Biotechnology. Fluorescently labeled streptavidins 
were purchased from BD Bioscience. Staining and analysis were done as described 
previously [9]. For Bcl-2 BH3 staining, cells were stained using the cytofix/cytoperm kit 
(BD Bioscience) [24]. 
Preparation of peptide-pulsed DCs 
DCs were generated as described previously [9]. To induce DC maturation, 1 
µg/ml lipopolysaccharide (LPS) (Sigma-Aldrich) was added on day 6. The cells were 
either pulsed with OVA peptide (SIINFEKL; 2 μg/ml) at day 6 overnight or for 3h at 
day 7. The level of peptide-MHC complex was evaluated before immunization using the 
25.D1.16 Ab specific for the Kb-OVA complex [28]. As a control, the irrelevant peptide 
SIYRYYGL was used. 
Adoptive transfer, immunization and analysis of T cell response 
 106 (unless otherwise stated) LN CD8+ T cells from female Vβ5LTAOCα-/- or 
OT-I (CD45.2+) mice were injected i.v. into female B6.SJL (CD45.1+) hosts. 2 days 
later, mice were immunized i.v. with 5 x 105 male B6.SJL mature peptide-pulsed DCs. 
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At different days post- immunization, brachial or inguinal LNs were removed surgically 
and sequentially to follow response in the same mouse. Effector functions and response 
in tertiary sites were analyzed as described previously [9]. 
Quantitative analysis of gene expression 
Total RNA was isolated from sorted cells and reverse transcribed into cDNA. 
Real-time PCRs were performed using SYBR Green (Invitrogen) on an Applied 
Biosystems 7500 real Time PCR system. The primer sequences used are listed in Table 
SI. The ΔCT value for each sample was determined by calculating the difference 
between the CT value of the target and the CT value of the endogenous reference gene 
(HPRT). Then, the ΔΔCT value for each sample was determined by subtracting the mean 
of ΔCT value of the sample obtained after an immunization with DC 3h from the ΔCT 
value of the sample obtained with DC O/N. The normalized level of target gene 
expression was calculated using 2-ΔΔCT. 
Time-lapse microscopy 
Poly L Lysine-treated coverslips were treated 1h with fibronectin type III 
(Sigma-Aldrich). 2 x 105 DCs were then added and incubated in CO2 independent 
medium (Invitrogen) at 37°C into an imaging chamber. 2 X 105 OT-1 T cells were added 
and sequential differential interference contrast images were recorded every 10s over 1h 
beginning one min after the addition of T cells on a Zeiss Z.1 inverted fluorescence 
microscope with CCD camera using the Northeclipse aplication from Empix Imaging.  
Statistical analysis 
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FIGURE LEGENDS  
Figure 1. Epitope density influences CD8+ Tm generation. A. The duration of 
peptide loading on DCs affects MHC-peptide expression. Representative histogram of 
Kb-SIINFEKL expression by DCs loaded 3h (DC 3h) or O/N (DC O/N) with SIINFEKL 
(left); dashed line, DCs pulsed with an irrelevant peptide (DC IRR). Mean fluorescence 
intensity (MFI) of Kb-SIINFEKL expression for DC O/N versus DC 3h (right). Results 
are from 13 independent experiments. B. The number of effector (day 4) and memory 
(day 45) OVA-specific T cells recovered from LNs after immunization with DC O/N or 
DC 3h is shown. Number of Ag-specific T cells was normalized to one million cells to 
correct for LN size variation. Each dot represents a mouse.  Mice with no Tm cells were 
not included. C. The number of OVA-specific effectors recovered from the spleen (day 
4) after immunization with DC O/N or DC 3h is shown. Each dot represents a mouse. D. 
The percentage of mice with Tm cells is shown. 
Figure 2. Epitope density does not prolong CD8+ T cell expansion.  A. The 
number of CD8+CD45.2+ T cells was quantified over time after immunization with DC 
O/N and DC 3h. LNs were sequentially removed to follow T cell response. The number 
of CD8+CD45.2+ T cells was normalized to one million cells to correct for LN size 
variation. * p<0,05. Results are pooled from 2 independent experiments with 3 mice per 
group. B. Generation of CD8+ Tm cells is also affected by epitope density when naïve T 
cell precursor frequency is low. 104 OT-I T cells were adoptively transferred. The 
number of Ag-specific T cells recovered over time from the LNs is shown. Results from 
one representative experiment out of two are shown with 3 mice per group. 
Figure 3. Epitope density dictates the duration and the quality of T-DC 
interaction. A. The duration of contact between naïve CD8+ T cells and DC O/N or DC 
3h was measured in vitro using time-lapse microscopy. B. The percentage of naïve CD8+ 
T cells interacting for more then 640 seconds with DCs is shown for DC 3h or DC O/N. 
C. The proportion of T-DC interaction that leads to engulfment of naive CD8+ T cells by 
DCs is shown for DC O/N or DC 3h.  
Figure 4. The amount of Ag encountered by naïve CD8+ T cells influences 
transcription factor expression. A. No effect of Ag dose on T-bet expression. The left 
panel shows intracellular staining for T-bet in effectors at day 4 post-immunization with 
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DC O/N or DC 3h. The recipient endogenous population was used as a control. The right 
panel shows compilation of T-bet MFI. B. TCR engagement level finely tunes 
expression of key transcription factors. At d4 post-immunization, CD8+CD45.2+ T cells 
were sorted from spleen and LNs to perform qPCR analysis. The relative expression of 
mRNA in effector CD8+ T cells obtained after immunization with DC O/N related to 
those generated with DC 3h is shown (normalized to HPRT). 3 independent experiments 
with 3 mice per group. 
Figure 5. Selective downregulation of Nor-1 expression in effector CD8+ T 
cells generated with high Ag dose. A. Expression of Nor-1 in effector CD8+ T cells. 
Effectors were sorted from spleen and LNs at d4 post-immunization to perform qPCR. 
The relative expression of Nor-1 after immunization with DC O/N related to those 
generated with DC 3h is shown (normalized to HPRT). 3 independent experiments with 
3 mice per group. B. Epitope density influences the exposure of the BH3 domain of Bcl-
2 in CD8+ effector T cells. The overlays show staining gated on OVA-specific effector 
(CD8+CD45.2+) T cells obtained at day 4 post-immunization with DC O/N or DC 3h. 
The controls were isotype and staining of the endogenous population (CD8+CD45.2-). C 
and D. The histogram represents the percentage (C) and the MFI (D) of Bcl-2-BH3 
expression by Ag-specific T cells at d4 or d7 post-immunization with DC O/N or DC 3h. 





















































Figure S1. Phenotype of DCs loaded O/N or 3h with the SIINFEKL peptide. (A) 
The bar chart shows the expression of CD86, MHC class I (Kb) and II (I-Ab) on LPS 
matured DCs loaded O/N (black bar) or 3h (white bar) with SIINFEKL or on the surface 
immature DCs that were not loaded with antigen (dashed bar). (B) The bar chart shows 
the amount of IL-12 produced by LPS matured DCs loaded O/N (black bar) or 3h (white 






Figure S2. Generation of effector and memory CD8+ T cells after immunization 
with DCs expressing different amount of MHC-peptide complexes. DCs loaded O/N or 
for 3h with the SIINFEKL peptide were used to immunize mice that have been 
adoptively transferred with OVA-specific naïve CD8+ T cells. T cell response was 
evaluated in the same mouse by surgical removal of LNs. As a negative control, mice 
were immunized with DCs loaded with an irrelevant peptide (DC IRR). The percentage 
and number of OVA-specific CD8+ T cells (CD45.2+) in one LN are indicated in each 





Figure S3. Number of OVA-specific CD8+ T cells in tertiary sites. The bar 
charts show the number of OVA-specific T cells (CD8+CD45.2+) recovered in the 
different sites at d4 (A) or d75 (B) post-immunization with DCs loaded O/N (black bar) 





Figure S4. . Phenotype of memory and effector CD8+ T cells generated with 
different Ag doses. (A) Acquisition of a central memory phenotype by Ag-specific CD8+ 
T cells. Dot plots show CD62L/CD44 expression by OVA-specific CD8+ Tm cells 45d 
post-immunization with DCs expressing low (DCs 3h) or high (DCs O/N) level of Ag 
while the overlay shows CD127 expression. (B-C) Similar phenotype of effectors. (B) 
The overlays show expression of activation markers, cytokine receptors, migration 
marker and memory marker by OVA-specific CD8 T cells 4d post-immunization with 
DCs loaded with low (DCs 3h) or high (DCs O/N) level of Ag. Representative of 6 
independent experiments with 2-3 mice per group. (C) To normalize between 
experiments, the data are presented as a ratio of MFI of the CD8+CD45.2+ T cells 
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(SIINFEKL-specific effectors) over the MFI of CD8+CD45.2- T cells (endogenous 




Figure S5. Epitope density does not affect the clonal burst size of OVA-specific 
CD8+ T cells when a low frequency of naïve T cell precursors is adoptively transferred. 
104 CD8+ (CD45.2+) T cells from OT-1 mice were transferred into B6.SJL hosts 
(CD45.1+). Two days later, mice were immunized with 5 X 105 mature DCs loaded 
overnight (DC O/N) or 3 hours (DC 3h) with the SIINFEKL peptide. On days 4, 6 and 7 
after immunization, responsive CD8+ T cells were detected in blood, lymph node (LN) 
and spleen by staining with anti-CD45.2 and anti-CD8 Abs. 
 
Figure S6. Effector functions are not affected by the amount of Ag seen at 
priming. (A) The percentage of specific lysis is shown for effectors obtained after 
immunization with DC pulsed with SIINFEKL O/N (DC O/N) or 3h (DC 3h). CFSE-
labeled splenocytes pulsed or not with SIINFEKL were injected at d4 post-
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immunization. After 4 h, the presence of target cells was analyzed in the spleen. (B) The 
overlays show perforin (left) and granzyme B (right) staining for OVA-specific CD8+ T 
cells (CD8+CD45.2+, thick line) and recipient naïve T cells (CD8+CD45.2-, thin line) at 
d4 post-immunization. (C) The graph shows the MFI of perforin and granzyme B 
stainings at the peak of response. Each dot represents one mouse. (D) The histograms 
show IL-2 (left), TNFα (middle) and IFNγ (right) production by OVA-specific CD8+ T 
cells (CD8+CD45.2+, thick line) and recipient T cells (CD8+CD45.2-, thin line) at d4 
post-immunization. (E) Quantification of the amount of IL-2, TNFα and IFNγ produced 
by the two groups of effectors. The MFI of cytokine production by effector CD8+ T cells 
was normalized to the MFI of the recipient CD8+ T cells. Results from panel A to E are 
from 2 independent experiments with 3 mice per group. 
 
Figure S7. The level of antigenic presentation to naïve CD8+ T cells does not 
affect effector T cell survival. (A) Similar expression of Bcl-2 in effectors. The overlay 
represents Bcl-2 expression at the peak of response (d4) in CD8+CD45.2+ T cells 
obtained after immunization with DCs loaded O/N (DC O/N) or 3h (DC 3h). Dashed 
line, endogenous population (CD8+CD45.2-); dotted line, isotype control. (B) Kinetic of 
Bcl-2 expression. Bcl-2 expression is shown over time for effector CD8+ T cells 
generated after immunization with DCs loaded O/N (DC O/N) or 3h (DC 3h) with the 
OVA peptide. The MFI of Bcl-2 expression by effector CD8+ T cells was normalized to 
the MFI of the recipient CD8+ T cells. 2 independent experiments with 3 mice per group. 
(C) Expression of pro- and anti-apoptic molecules by effector CD8+ T cells. Effectors 
were sorted from spleen and LNs at d4 post-immunization to perform qPCR. The 
relative expression of the different genes after immunization with DC O/N related to 
those generated with DC 3h is shown (normalized to HPRT). 3 independent experiments 




Gene Forward Reverse Reference 
Eomes GTTTTCGTGGAAGTGGTTCTG GGAGCCAGTGTTAGGAGATTC 1 
Spi2A AACCAGACCCTGAGGAAGTG AACTTGGGCAGGCGGAG 1 
Bcl6 CCGGCTCAATAATCTCGTGAA GGTGCATGTAGAGTGGTGAGTGA 2 
T-bet CCTGCAGTGCTTCTAACACACAC CTCCGCTTCATAACTGTGTTC 3 
Bim CGGATCGGAGACGAGTTCA TTCAGCCTCGCGGTAATCA 4 
Nor-1 GATCACAGAGCGACATGGGTTA GAGCCTGTCCCTTCCTCTGG 4 
FasL TGAATTACCCATGTCCCCAG AAACTGACCCTGGAGGAGCC 5 
Bcl-xL GAGCTGGTGGTCGACTTTC CTCCCTCTCTGCTTCAGTTTC 1 
HPRT CTCCTCAGACCGCTTTTTGC TAACCTGGTTCATCATCGCTAATC 3 
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The factors controlling memory T cell longevity are still poorly defined and their 
identification are pivotal to design vaccine conferring long-term protection against 
infection. Memory T cells have the ability to survive in absence of TCR-MHC 
interaction. This does not exclude a possible role for TCR-intrinsic ligand-independent 
constitutive signaling in memory T cell homeostasis. Using a unique TCR tetracycline-
inducible expression system, we show that the ablation of TCR expression, which 
abrogates any possible signaling via the TCR, did not influence the survival and self-
renewal of antigen-specific memory CD8+ T cells even when they have to compete with 
endogenous T cells for survival factors. Moreover, memory CD8+ T cell functionality 
was not altered even upon a prolong maintenance in absence of TCR-MHC interactions. 
Furthermore, our results show that a subset of CD4+ memory T cells can survive in 




Memory T cells (Tm) are crucial for the long-term maintenance of protective 
immunity against reinfection. The factors controlling Tm cell longevity are still poorly 
defined and their identification are pivotal to design vaccine conferring long-term 
protection against infection. Like naive T cells, the survival of Tm cells is regulated by 
cytokines. IL-7 regulates the survival of both CD4+ and CD8+ naive and memory T cells 
while IL-15 controls the homeostasis of naive CD8+ T cells, CD4+ Tm cells and CD8+ 
Tm cells (1-4). Therefore, naive and memory T cells have to compete for the same 
cytokines for their maintenance in the T cell pool. This suggests that other homeostatic 
signal(s) may contribute to the independent and non-competitive maintenance of naive 
and memory T cells. 
It is generally believed that TCR-MHC interactions are not needed for the 
survival of Tm cells (5-7). However, there are numerous reports showing antigen-
dependency (8-11) or TCR-MHC interactions (12, 13) requirement for the maintenance 
of Tm cells. For example, the survival of HY TCR transgenic Tm cells depends on MHC 
class I expression (12, 13) although a non-restricting allele was sufficient (12). 
Moreover, CD4+ Tm cells maintained in absence of TCR-MHC class II interactions have 
impaired functionality (14, 15). However, the studies reporting MHC-independent 
survival of Tm cells were done in situation where Tm cells did not have to compete for 
survival factors with endogenous T cells (5-7). Therefore, these observations suggest the 
possibility that TCR-MHC interaction may contribute to Tm cell survival and 
functionality in a normal environment. Alternatively, we propose that intrinsic 
constitutive signals from the TCR might allow for MHC-independent survival of Tm 
cells. Accordingly, abrogation of TCR signaling by turning off the tyrosine kinases lck 
and fyn caused a significant drop in the number of CD4+CD44hi Tm cells (16). Due to 
possible competition for cytokines between naive and Tm lymphocytes, it is plausible 
that Tm cells use constitutive TCR signaling to receive survival signal allowing them to 
be maintained in a different homeostatic niche than naive T cells. 
To evaluate if constitutive TCR signaling contributes to the survival of functional 
Tm cells, we used a transgenic tetracycline(tet)-inducible expression system in which we 
can abrogate TCR expression on T cells (17). Our results show that the ablation of TCR 
expression, which abrogates any possible TCR signaling, did not influence the survival 
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and self-renewal of antigen-specific CD8+ Tm cells even when they have to compete 
with endogenous T cells. Moreover, CD8+ Tm cell functionality was not altered upon a 
prolong maintenance in absence of TCR-MHC interactions. Furthermore, our results 
show that a subset of CD4+ Tm cells can survive without TCR expression even if they 




Antigen-specific CD8+ Tm cells survive in the absence of TCR expression 
The ability of Tm cells to survive in absence of TCR-MHC interactions (5-7) 
does not exclude a role for intrinsic constitutive TCR signaling (independent of MHC) in 
Tm cell homeostasis. To determine if TCR expression is necessary for CD8+ Tm cell 
survival, we used a transgenic mouse model, Vβ5LTAOCα-/-, that expresses the 
ovalbumin(OVA)-specific OT-1 TCR whose expression is tet-dependent (17). In this 
model, the TCRVβ5 chain is expressed constitutively while the expression of the 
TCRVα2 chain is tet-inducible. Tet administration to Vβ5LTAOCα-/- mice blocks TCR 
expression by inhibiting the tTA dependent transcription of the TCRVα2 transgene (17). 
We have previously extensively characterized this model and have shown complete 
ablation of TCR expression following tet treatment (17). To generate CD8+ Tm cells 
expressing a tet-inducible TCR, we adoptively transferred 106 Vβ5LTAOCα-/- 
(CD45.2+) T cells into congenic B6.SJL (CD45.1+) mice. 48 hours later, recipients were 
immunized with 5 X 105 bone marrow (225) derived mature DCs pulsed with OVA257-264 
peptide. We transferred female T cells into female hosts and immunized with male DCs 
to provide T cell help necessary to generate functional and long-lived CD8+ Tm cells 
(18). Long-lived CD8+ central Tm cells with the ability to make recall response were 
generated [Supporting information, Fig. S1] and were present in similar numbers in the 
different superficial lymph nodes (LNs) (Fig. S2). Before stopping TCR expression, we 
removed by surgery a LN to evaluate the number of Tm cells 40 days after 
immunization. As shown in Fig. 1A, Vβ5LTAOCα-/- Tm cells (CD8+CD45.2+Ly6Chi) 
were detected in the inguinal LN. Mice were then administered tet (400 μg/ml) to 
completely stop TCR expression (17) in OVA-specific CD8+ Tm cells (Fig. S3 and S4). 
Superficial LNs were removed surgically at different days after treatment to follow the 
survival of Vβ5LTAOCα-/- Tm cells (CD45.2+Ly6Chi). OVA-specific CD8+ Tm cells 
were still present in similar numbers after 35 and 65 days of tet treatment (Fig. 1A, 75 
and 105 days post-immunization). Similar results were obtained 190 days post-
immunization in the mesenteric LNs and spleen (Fig. 1B). Since the maintenance of 
functional CD4+ Tm cells requires TCR-MHC interactions (14, 15), we evaluated if 
CD8+ Tm cells maintained in the peripheral pool without TCR were functional. Due to 
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their lack of TCR expression, cells were stimulated in vitro for 4h with PMA and 
ionomycin to measure IFN-γ production. CD8+ Tm cells denuded of TCR were 
comparable to their TCR positive counterpart for IFN-γ  production (Fig. 1C). 
Altogether, these results suggest that CD8+ Tm cell survival and the maintenance of 
their functionality do not require TCR expression. 
 To confirm the lack of TCR dependency for CD8+ Tm cell maintenance, 
we generated OVA-specific CD8+ Tm cells in vitro (19) and transferred them in naive 
mice. At the end of the culture, the cells had acquired a central memory phenotype (Fig. 
S4). 3 X 106 in vitro generated OVA-specific CD8+ Tm cells (CD45.2+) were adoptively 
transferred into B6.SJL recipients (CD45.1+). Seven days after transfer, half of the mice 
were tet-treated while the other half was kept untreated. Tet treatment abrogated TCR 
expression (Fig. 2A and Fig. S3) but did not affect the maintenance of the OVA-specific 
CD8+ Tm cells in the LNs (Fig. 2B) and spleen (Fig. 2C). Moreover, self-renewal of the 
transferred Vβ5LTAOCα-/- CD8+ Tm cells was similar in cells expressing or not the 
TCR as measured by BrdU incorporation (Fig. 2D). These results show that CD8+ Tm 
cells survive and self-renew in the absence of TCR expression, which indicates that TCR 
signals are not necessary for the long-term maintenance of antigen-specific CD8+ Tm 
cells. Furthermore, these results show that CD8+ Tm cells denuded of TCR can be 
maintained even when they have to compete for survival factors with endogenous T 
cells. 
A subset of CD4+ Tm cells lacking TCR expression can survive in lymphoreplete 
hosts 
The unimpaired survival of CD8+ Tm cells following TCR ablation does not 
exclude a role for TCR expression in the maintenance of CD4+ Tm cells. Moreover, 
abrogation of TCR signaling by turning off the tyrosine kinases lck and fyn was shown 
to cause a significant drop in the number of CD4+CD44hi Tm cells (16). This suggests 
that intrinsic constitutive signals from the TCR might contribute to the MHC-
independent survival of CD4+ Tm cells. To evaluate the role of TCR expression for the 
maintenance of CD4+ Tm cells, we used our tet-inducible TCR expression system in the 
absence of the transgenic TCRβ chain (LTAO mice) (17). In these mice, the tet-
regulatable TCR Vα2 positive cells are selected into the CD4 lineage (17). Furthermore, 
  
147
LTAO mice possess a polyclonal repertoire of T cells (Fig. S5) and their encounter with 
antigens from the environment lead to the development of a pool of CD4+ Tm cells with 
a CD44hiCD62LloCD45RBlo phenotype (20, 21). At first, we treated LTAO mice on a 
TCR Cα-deficient background (LTAOCα-/-) with tet to abrogate TCR expression (Fig. 
S6). Tet-treatment lead to the rapid loss of both naive and memory CD4+ T cells (data 
not shown). However, this loss of all T cells is accompanied with an important decrease 
in total LN cellularity with a loss of the non-T cell population (data not shown) 
suggesting that T cells regulate secondary lymphoid organ homeostasis (manuscript in 
preparation). The perturbation of secondary lymphoid organ homeostasis that occurs in 
the LTAOCα-/- model could lead to the disappearance of a cell type secreting or 
expressing a factor controlling CD4+ Tm cell survival. Therefore, to definitively address 
the role of TCR expression for the maintenance of CD4+ Tm cells, we used LTAO mice 
on a TCRα-sufficient background (LTAOCα+/-). In these mice, only 10 to 20% of CD4+ 
T cells express the tet-regulatable TCRVα2 chain (17). Therefore, T cells expressing 
endogenous TCRα chain would not be affected by tet and they should allow for normal 
homeostasis of secondary lymphoid organs. LTAO mice were treated with tet to follow 
the survival of CD4+ Tm cells lacking TCR expression (CD4+CD3-CD44hi). LN 
cellularity was not affected by tet administration indicating normal secondary lymphoid 
organ homeostasis (Fig. 3A). From previous work, we have shown that TCR negative 
cells can be distinguished from TCR positive cells after 7 days of tet treatment (17), thus 
this time point was used to evaluate the initial percentage of CD4+CD44hi Tm cells 
expressing a tet-inducible TCR (Fig. 3B). About half of the CD4+ Tm cells stripped of 
their TCRs (Fig.S6) decay rapidly over tet treatment (Fig. 3B) while the other half 
remains detectable for over 100 days (Fig. 3B). Furthermore, tet treatment did not affect 
the survival of TCR positive CD4+ Tm cells (Fig. 3C). These results suggest that a 
subset of CD4+ Tm cells need TCR expression to survive in the T cell pool while some 
CD4+ Tm cells can be maintained in absence of TCR expression even when they have to 
compete with TCR-positive CD4+ Tm cells. 
TCR expression is not needed for IL-7 responsiveness and Bim down-regulation 
The defective survival of a subset of CD4+ Tm cells in absence of TCR 
expression could result from their unresponsiveness to the survival factor IL-7. 
Therefore, we evaluated the expression level of the IL-7 receptor α chain (CD127) on T 
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cells lacking TCR expression for 14 days (Fig. 4). CD127 expression was identical on 
CD4+ Tm cells expressing or not the TCR (Fig. 4). Because Bcl-2 is regulated by IL-7 
signals (22, 23), we evaluated its expression in CD4+ LTAOCα+/- T cells expressing or 
not the TCR after 14 days of tet treatment. There was no difference in Bcl-2 expression 
in T cells expressing or not the TCR (Fig. 4). Another pathway controlled by IL-7 is 
glucose uptake and regulation of cell surface expression of the glucose transporter, Glut1 
(24, 25). As shown in Fig. 4, cell surface expression of Glut1 was similar in CD4+ 
LTAOCα+/- T cells expressing or not expressing the TCR. Moreover, T cells lacking 
TCR expression did not up-regulate the expression of the proapoptotic molecule Bim 
(Fig. 4). Similar results were obtained for CD127, Bcl-2, Glut-1 and Bim expression 
after a longer tet treatment of 56 days (not shown). These results suggest that TCR 
signals do not control IL-7 responsiveness and Bim expression in CD4+ Tm cells. 
Preferential loss of rapidly dividing CD4+ Tm cells in absence of TCR expression 
after transfer into lymphopenic hosts 
The pool of CD4+CD44hi Tm cells in WT mice contains two subsets of Tm cells 
(2, 26). One subset requires interaction with self-MHC class II molecules for its 
maintenance and undergoes rapid homeostatic division when transfer into lymphopenic 
hosts, which also depends on MHC class II expression (2, 26). The other subset of CD4+ 
Tm cells is maintained independently of MHC class II interaction and divides slowly 
when transfer into lymphopenic recipients (2, 26). Therefore, we tested if the subset of 
CD4+ Tm cells lost following TCR ablation (Fig. 3B) depends on interaction with MHC 
class II molecules for its survival and homeostatic proliferation. If this is the case, we 
expect a selective loss of rapidly dividing CD4+ Tm cells after their transfer into 
lymphopenic recipients in absence of TCR expression. To test that, we sorted CFSE-
labeled CD4+CD44hi Tm cells lacking (+TET) or not (No TET) TCR expression from 
LTAOCα-/- mice (treated or not with tet for 7 days) and adoptively transferred these 
cells into lymphopenic hosts that were respectively treated or not with tet. As shown in 
Fig. 5, a selective loss of rapidly dividing CD4+CD44hi Tm cells occurs in the spleen 
when T cells lack TCR expression (+TET). This suggests that the loss of CD4+ Tm cells 
that we have seen after TET treatment of LTAOCα+/- mice (Fig. 3B) is due to the 
disappearance of the subset of CD4+ Tm cells that is dependent on MHC class II 
expression. Furthermore, the subset of CD4+ Tm cells that survives in absence of TCR 
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expression in LTAOCα+/- mice most likely represents the pool of antigen-specific CD4+ 




Using a tet-inducible expression system of the TCR in mice, we showed that 
TCR expression is not required for the survival and self-renewal of CD8+ Tm cells. 
These observations are in agreement with the lack of requirement for TCR-MHC 
interactions for the survival of CD8+ Tm cells (7). Furthermore, our data show that 
TCR-less CD8+ Tm cells are efficiently maintained in the T cell pool even if they had to 
compete for survival factors with naïve and memory T cells that are present in non-
lymphopenic mice. Therefore, the proper survival of antigen-specific CD8+ Tm cells in 
absence of MHC interactions that was reported by others (7) is not due to the 
lymphopenic state of the mice used in these experiments. Our results clearly show that 
CD8+ Tm cells neither use TCR-MHC interactions nor ligand independent TCR 
signaling for their maintenance in the Tm cell pool. Our results are in contrast with Polic 
et al. (27), who have reported a decay of CD8+CD44hi Tm cells after TCR ablation. This 
difference is probably due to the fact that they did not follow the survival of antigen-
specific CD8+ Tm cells generated following immunization but rather followed the 
survival of CD8+CD44hi T cells which contains naturally occurring Tm cells and 
activated T cells. Another explanation for the loss of CD8+CD44hi memory-like T cells 
observed by Polic et al (27) is the concomitant loss of the other T cell subsets leading to 
a lymphopenic environment that might be associated with the loss of a cell type 
producing a survival factor for CD8+CD44hi Tm cells. Our observation that T cell loss, 
and therefore lymphopenia, leads to a concomitant decrease in the non-T cell 
compartment supports this possibility. Moreover, unlike CD4+ Tm cells which need 
TCR-MHC interactions to maintain functionality (14, 15), antigen-specific CD8+ Tm 
cells are still competent to produce IFN-γ even after a prolonged maintenance in absence 
of TCR expression. Therefore, TCR signaling does not contribute to the maintenance of 
a functional pool of CD8+ Tm cells suggesting that cytokine signals alone are sufficient.  
A different picture emerges for the survival of CD4+ Tm cells. A subset of CD4+ 
Tm cells requires TCR expression for their maintenance in the T cell pool while the 
other subset of CD4+ Tm cells could survive in absence of TCR expression. The subset 
of CD4+ Tm cells that can survive in the T cell pool without TCR expression are 
probably bona fide antigen-specific CD4+ Tm cells. Therefore, constitutive TCR 
signaling does not contribute to the homeostasis of both antigen-specific CD4+ and 
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CD8+ Tm cells. On the other hand, we believe that the subset of CD4+ Tm cells that 
needs TCR expression to be maintained in the T cell pool includes CD4+ T cells with a 
memory-like phenotype that develop spontaneously in mice in response to self-MHC 
class II molecules (4, 28, 29). Moreover, it was shown that the spontaneously arising 
CD4+ memory-like T cell subset needs TCR-MHC interaction to undergo rapid 
homeostatic proliferation in lymphopenic host (2). This is in agreement with our 
observation that some CD4+ memory phenotype T cells need TCR expression to rapidly 
divide in lymphopenic hosts suggesting that these cells are lost in our model due to a 
lack of interaction with MHC class II molecules rather than a lack of constitutive TCR 
signaling. We believe that the ablation of TCR expression, and probably of MHC 
interaction, is the direct event that leads to the loss of this subset of CD4+ Tm cells since 
they express normally CD127 in absence of TCR expression. Furthermore, the 
abrogation of TCR expression did not influence expression of Bcl-2 and Glut1 which are 
downstream targets of IL-7 receptor signaling. Moreover, it was shown that the survival 
of human central CD4+ Tm cells was dependent on the down regulation of the pro-
apoptotic molecule Bim via TCR and cytokine signaling (30) but we did not observe any 
up-regulation of Bim expression following TCR ablation. This suggests that the loss of 
TCR signals in presence of homeostatic cytokine is not sufficient to induce Bim 
expression in CD4+ Tm cells or that there is a differential regulation of Bim in mouse 
and human T cells.  
It is unlikely that a very low residual expression of the TCR, undetectable by 
FACS, would contribute to the survival of Tm cells after tet treatment. This very low 
residual expression of the TCR would only be able to transmit a very low grade TCR 
signals. If this was the case, these Tm cells should not be able to compete with Tm cells 
expressing normal level of the TCR that receive stronger TCR signals. 
Our results also highlight a very important issue when studying Tm cell 
homeostasis. In our initial experiments with LTAOCα-/- mice, we thought that all CD4+ 
Tm cells needed TCR expression to survive in the T cell pool. Further experiments 
clearly showed that the loss of all CD4+ Tm cells was due to the concomitant 
perturbation of secondary lymphoid organ homeostasis in these mice. This suggests that 
the disappearance of the other cellular subsets constituting secondary lymphoid organs 
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affects the availability of CD4+ Tm cell survival factor(s). For example, the small size of 
LNs might reduce the availability of IL-7 and IL-15. 
In conclusion, antigen-specific CD4+ and CD8+ Tm cells do not use constitutive 
TCR signaling for their maintenance in the T cell pool. Future work is necessary to 
address how naive and memory T cells can be maintained in different niches although 
they compete for the same survival factors, IL-7 and IL-15. 
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MATERIALS AND METHODS 
Mice. B6.SJL and C57BL/6 mice were bred under specific pathogen free 
conditions. Vβ5LTAO mice expressing a tet-inducible TCR specific for the OVA257-264 
peptide in the context of Kb (OT-1 TCR) (17) were bred to Cα deficient mice 
(Vβ5LTAOCα-/-). LTAO mice expressing an OT-1 TCR α chain inducible by tet were 
used on a Cα-sufficent background (LTAOCα+/-) (17) Mouse experiments were 
approved by the animal care committee of the Maisonneuve-Rosemont Research Center. 
To stop TCR expression, tet 400 μg/ml or 1 mg/ml (Sigma) was administered in the 
drinking water supplemented with 2% sucrose. 
Abs and cell surface staining. The following Abs were used: anti-CD4 (L3/T4 
or CT-CD4), anti-CD62L (MEL-14), anti-Vα2 (B20.1), anti-IFN-γ (clone XMG1.2), 
anti-CD8α (53-6.7), anti-CD45RB (C363.16A), anti-CD3 (145-2C11), anti-CD44 
(IM7), anti-Ly6C (AL-21), anti-CD45.2 (104), and anti-CD127 (A7R34). Abs and 
streptavidins were from Caltag, Cedarlane Laboratories, BD Biosciences or eBioscience. 
To detect Glut1 expression we use a polyclonal Ab directed against the extracellular 
portion (Santa Cruz Biotechnology Inc). Stainings were performed as described 
previously (31). 
Generation of BM derived DCs. DCs were obtained by culturing BM cells 
during 7 days with GM-CSF and IL-4 as described previously (31). To induce DC 
maturation, LPS (1 μg/ml, Sigma) was added on day 6. On day 7, cells were pulsed for 4 
hours with OVA257-264 peptide (2 μg/ml).  
Adoptive transfer and immunization. 106 LN cells from female Vβ5LTAOCα-
/- (CD45.2+) mouse were injected i.v. in female B6.SJL (CD45.1+) hosts. Recipients were 
immunized 2 days later by i.v. injection of 5 X 105 male C57BL/6 mature DCs pulsed or 
not with OVA257-264 peptide (2 μg/ml) (31). At different time after immunization, 
brachial or inguinal LNs were removed surgically (17) and sequentially to follow T cell 
response in the same mouse. 
In vitro CD8+ Tm cell generation and adoptive transfer. CD8+ Tm cells were 
generated as described (19). Briefly, splenocytes from Vβ5LTAOCα-/- mice were 
stimulated for 16 hours with OVA257-264 peptide (10 μg/ml) in complete RPMI. Cells 
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were washed to remove peptides and cultured for another 24 hours. Non-adherent cells 
were transferred to a new flask and cultured for 24 hours. Viable cells were recovered 
using Ficoll and cultured with human rIL-15 (20 ng/ml, R&D Systems) for 6 days. The 
medium containing IL-15 was changed every two days. 3 X 106 in vitro generated Tm 
cells were transferred into B6.SJL (CD45.1+) hosts. The number of OVA-specific CD8+ 
Tm cells (CD45.2+) was evaluated in the same mouse by sequential surgical removal of 
brachial or inguinal LNs. One week before sacrifice, mice were injected i.p. with 0.8 
mg/ml of BrdU and treated for a week with 1mg/mL BrdU in the drinking water. BrdU 
staining was performed as previously described (17).  
IFN-γ production. Splenocytes were stimulated with PMA and ionomycin for 4 
hours. Brefeldin A (Sigma) was added for the last 2h. Cells were fixed and stained as 
described (31)  
Bcl-2 and Bim expression. Bcl-2 staining was performed after saponin 
permeabilization as described previously (32). Intracellular detection of Bim was done 
using a monoclonal anti-Bim Ab (14A8; Alexis Biochemicals) after fixation in 2% 
formaldehyde followed by methanol (90%) permeabilization. 
Homeostatic proliferation of CD4+ Tm cells in lymphopenic hosts. 
CD4+CD44hiCD25-NK1.1- memory-phenotype T cells from LTAOCα-/- mice were 
sorted and labeled with CFSE as described (2). 2 X 105 CD4+ Tm cells (CD45.2+) were 
injected i.v. into sublethally irradiated (600 rads) congenic B6.SJL mice (CD45.1+). Five 
days later, spleens were collected to measure homeostatic proliferation and T cell 
recovery. 
Statistical Analysis. Statistics were done using a Student’s t test. 
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Fig. 1. TCR expression is not required for the survival of OVA specific CD8+ 
Tm cells. (A) Survival of OVA-specific CD8+ Tm cells. 40 days after immunization, a 
LN was collected surgically to evaluate the number of OVA-specific CD8+ Tm cells 
(left panels). The same mouse was then treated or not with tet (400 μg/ml) to stop TCR 
expression and the survival of Tm cells was evaluated over time by removal of 
superficial LNs by surgery. Percentages and numbers of OVA-specific Tm cells 
(CD8+CD45.2+) present in one LN are indicated. Upper panels, survival of 
Vβ5LTAOCα-/- CD8+ Tm cells in absence of tet treatment and lower panels, 
maintenance of Tm cells in the absence of TCR expression (tet-treated). The histogram 
in the lower right corner of dot plots shows Ly6C expression by OVA-specific CD8+ Tm 
cells. (B and C) Long-term maintenance of functional OVA-specific CD8+ Tm cells in 
absence of TCR expression. (B) Percentages and numbers of OVA specific CD8+ Tm 
cells (CD8+CD45.2+) in mesenteric LNs (MLN) and spleen 190 days after immunization 
are shown. (C) Splenocytes (190 days after immunization) were stimulated for 4h in 
vitro with PMA and ionomycin followed by intracellular IFN-γ staining. Histograms 
show IFN-γ production by OVA-specific Tm cells (CD8+CD45.2+) and endogenous T 
cells (CD8+CD45.2-) in absence (bottom) or presence (589) of TCR expression. 
Fig. 2. TCR expression is not required for the survival and self-renewal of in 
vitro generated OVA-specific CD8+ Tm cells. (A) Ablation of TCR expression on 
OVA-specific CD8+ Tm cells. The dot plot shows the population of transferred OVA-
specific Tm cells (CD8+CD45.2+). The histogram shows TCR expression, detected with 
an anti-TCRVα2 Ab, for antigen-specific CD8+ Tm cells (CD8+CD45.2+) and 
endogenous T cells (CD8+CD45.2-) treated with tet for 50 days. (B and C) Similar in 
vivo survival of OVA-specific CD8+ Tm cells lacking or not TCR expression. 3 X 106 in 
vitro generated Vβ5LTAOCα-/- Tm cells (CD8+CD45.2+) were adoptively transferred 
into B6.SJL recipients (CD45.1+). A LN was removed by surgery at day 5, 13, 47 and 75 
to quantify the number of OVA-specific CD8+ Tm cells (B) expressing (no tet) or not the 
TCR (tet-treated from day 7 after transfer). At day 140, mice were sacrificed and the 
number of CD8+ Tm cells was evaluated in the MLN (A) and spleen (C). The relative 
number of OVA-specific CD8+ Tm cells is shown in A and was calculated as the number 
of CD8+CD45.2+ cells in 106 cells to correct for variation in LN size. For the spleen, the 
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total number of OVA-specific CD8+ Tm cells is shown for the different mice. (D) Self-
renewal of OVA-specific CD8+ Tm cells is not affected by TCR ablation. Mice were 
BrdU treated for a week before sacrifice (day 140 post-transfer). The percentage of 
BrdU positive OVA-specific Tm cells (CD8+CD45.2+) is shown for mice treated or not 
with tet. 
Fig. 3. TCR expression per se is responsible for the loss of a subset of CD4+ 
Tm cells. (A) No reduction of LN cellularity in LTAOCα+/- mice treated with tet. LNs 
were sequentially removed by surgery to follow cellularity over time of tet-treatment 
(400 μg/ml). (B and C) Survival of a subset of CD4+ Tm cells denuded of TCR when 
secondary lymphoid organ homeostasis is not impaired. The survival of CD3 negative 
(B) and CD3 positive (C) CD4+ Tm cells (CD44hi) was followed in tet-treated 
LTAOCα+/- mice. LNs were removed by surgery and the percentage of CD3 negative 
and positive CD4+ Tm cells was followed over time in the same mouse. Day 7 
represents the number of CD4+ Tm cells expressing a tet-regulatable TCR in LTAOCα+/- 
mice. 
Fig. 4. CD4+ Tm cells denuded of TCR molecules express normal level of 
CD127, Bcl-2, Glut1 and Bim. The overlays show expression of the different molecules 
by CD4+CD44hi Tm cells lacking or not TCR expression. The stainings were done on 
LTAOCα+/- T cells after 14 days of tet treatment. 
Fig. 5. Preferential loss of rapidly dividing CD4+ Tm cells lacking TCR 
expression after transfer into lymphopenic hosts. (A) CFSE profile of LTAOCα-/- 
CD4+ Tm cells 5 days after adoptive transfer into irradiated B6.SJL congenic recipients 
treated or not with tet. The proliferation of CD4+CD44hi Tm cells expressing (left) or not 
(590) the TCR is shown. (B) Recovery of TCR-positive (NO TET) and TCR-negative 
(+TET) CD4+ Tm cells in the spleen 5 days after adoptive transfer in recipients that were 
respectively untreated or treated with tet. The results were obtained from a pool of three 



















































Fig. S1. Generation of functional and long-lived CD8+ Vβ5LTAOCα-/- Tm 
cells after immunization with peptide-pulsed DCs. (A) Tm-cell development occurs 
only when mice are immunized with OVA257–264-pulsed DCs. A total of 106 CD8+ 
(CD45.2+) cells from Vβ5LTAOCα-/- mice were transferred into B6.SJL hosts 
(CD45.1+). Two days after transfer, mice were immunized with 5 x 105 mature DCs 
loaded with 2 µg/ml OVA257–264 peptide-pulsed (DCs OVA) or unpulsed DCs. Five, 30, 
60, and 120 days after immunization, a LN was collected surgically to follow the 
response of CD8+ T cells over time in the same mouse by staining with anti-CD45.2 and 
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anti-CD8 Abs. Percentages and total number of OVA-specific CD8+ T cells in one LN 
are indicated in each histogram. The histogram in the lower right corner of each dot plot 
shows the expression of CD44 by effector T cells (d5) and the expression of Ly6C by 
Tm cells (d30, d60, and d120). The profile of CD44 and Ly6C was obtained after gating 
on CD8+CD45.2+ cells. (B) Phenotype of OVA-specific CD8+ Tm cells. Vβ5LTAOCα-/- 
CD8+ Tm cells generated as described in A were stained with anti-CD127 (IL-7Rα), 
anti-CD122 (IL-2Rβ), anti-CD62L, and anti-Ly6C Abs or with CCL19-Fc fusion protein 
to detect CCR7 expression. (C) Recall response of Vβ5LTAOCα-/- CD8Tmcells. 
CD8Tmcells were restimulated in vivo by i.v. injection of 5x105 DCs-OVA257–264 
peptide-pulsed or unpulsed DCs. Three days later, splenocytes were stained with anti-
CD45.2, anti-CD8, and anti-CD62L Abs to measure the expansion and activation of 
OVA-specific T cells. (D) Functionality of Vβ5LTAOCα-/- CD8+ Tm cells. IFN-α 
production by Vβ5LTAOCα-/- CD8+ Tm cells was assessed by restimulating splenocytes 
in vitro for 6 h with 1 µg/ml OVA257–264 peptide, followed by staining with anti-IFN-α, 
anti-CD8, and anti-CD45.2 Abs. (E) Acquisition of effector functions by Vβ5LTAOCα-
/- CD8+ Tm cells after rechallenge in vivo. Intracellular IL-2, IFN-α, granzyme, and 
perforin were detected after 6 h of in vitro stimulation with phorbol 12-myristate 13-
acetate plus ionomycin. 
 
Fig. S2. Tm lymphocytes are present in equivalent numbers in the different 
LNs. The presence of Tm lymphocytes (CD8+CD45.2+) in the different LNs of one 
mouse was evaluated 30 days after immunization with OVA257–264 peptide-pulsed DCs 
(from a B6.SJL male mouse). Percentages of responsive CD8+ T cells to OVA257–264 
peptide in one lymphoid organ are indicated. The numbers in parenthesis correspond to 




Fig. S3. Complete and sustained ablation of TCR expression following tet 
treatment of Vβ5LTAOCα-/- CD8+ Tm cells. Vβ5LTAOCα-/- CD8+ Tm cells 
(CD45.2+) were adoptively transferred into congenic B6.SJL mice (CD45.2-), followed 
by tet administration. LN cells were stained with anti-CD8, anti-CD45.2, and anti-
TCRVα2 Abs. The histogram overlays show TCRVα2 expression by Vβ5LTAOCα-/- 
Tm cells (CD8+CD45.2+, thick line) and by endogenous B6.SJL CD8+ T cells 
(CD8+CD45.2-, thin line) after different days of tet (TET) treatment. A representative 
histogram is shown for each day of tet treatment. 
 
Fig. S4. Phenotype of the in vitro–generated OVA-specific CD8+ Tm 
lymphocytes before and after adoptive transfer. (A) In vitro–generated OVA-specific 
Tm cells have a central memory phenotype (CD44hi, Ly6Chi, 1B11low, Sca-1hi, 
CD62Lhi, and CD127hi). At the end of the culture, cells were stained with anti-CD44, 
anti-Ly6C, 1B11, anti-Sca-1, anti-CD62L, and anti-CD127 Abs. (B) Representative 
FACS profile of Vβ5LTAOCα-/- CD8+ Tm cells after adoptive transfer in naïve B6.SJL 
hosts. The left dot plots show the population of transferred OVA-specific Tm cells 
(CD8+CD45.2+), the middle histograms show TCR expression gated on CD8+CD45.2+ 
cells as detected with an anti-TCR Vα2 Ab, and the right histograms confirm the 
memory phenotype (Ly6Chi) of the transferred T cells. The top panels show the profiles 
for recipients that were treated with tet (TET; 1 mg/ml in the drinking water), whereas 
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the bottom panels show the profiles for untreated mice. The mean fluorescence intensity 
of Vα2 expression is indicated on each histogram. 
 
Fig. S5. Expression of a polyclonal repertoire of TCR by CD4+ LTAO T 
cells. CD4+ T cells from LTAOCα-/- mice (LTAO-/-) and from LTAOCα+/- mice 
(LTAO+/-) were stained with a panel of anti-TCR Vβ antibodies. The percentage of Vβ+ 
cells within the CD4+ fraction is shown. 
 
Fig. S6. Complete and sustained ablation of TCR expression on LTAO 
CD4+ T cells by tet (TET) administration. (A) Abrogation of TCR expression by 
LTAOCα-/- CD4+ T cells. LN cells from untreated LTAOC α-/- mice and tet-treated 
LTAOC α-/- mice were stained with anti-CD4 and anti-CD3 Abs. The histograms show 
CD3 expression by untreated LTAOC α-/- (No TET) and tet-treated LTAOC α-/- (+TET) 
CD4+ T cells. The staining of B cells from the same mouse and same sample is shown as 
a negative control for CD3 expression level. CD3 expression is shown after different 
days of tet treatment. A representative histogram is shown for each day of tet treatment. 
(B) Ablation of TCR expression by a subset of LTAOC α+/- CD4+ T cells after tet 
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treatment. The overlays show CD3 expression by CD4+ T cells (thick line) and by CD4- 
cells (thin line) from the same mouse and same staining. Note that the non-CD4 
population is a mixture of B cells (CD3-) and CD8+ T cells (CD3+). Importantly, after tet 
treatment, the CD4+CD3- T cells express a comparable level of CD3 as B cells, 
indicating a complete shutdown of TCR expression. 
   
 
 DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
Durant mon doctorat, je me suis principalement intéressée à l’implication de la 
force du signal RCT dans le développement de la réponse des LT CD8+ et dans le 
maintien des LTm CD8+ au cours du temps. Tel que décrit dans l’introduction de cette 
thèse, il n’est pas encore connu comment les LTe sont-ils sélectionnés pour devenir ou 
non des LTm. Grâce à nos modèles d’études, nous apportons une vision du signal RCT 
dans le choix de différenciation des LT (article n°1 et n°2 de cette thèse) et dans le 
maintien des LTm (article n°3 de cette thèse).  
Dans la première partie de cette discussion, je vais émettre différentes hypothèses 
à partir des résultats obtenus dans les articles n°1 et 2 de cette thèse afin pour 
comprendre comment la signalisation du RCT est impliquée dans le développement des 
LTm. Pour se faire, les articles n°1 et n°2 de cette thèse seront étudiés pour la plupart 
des hypothèses en même temps.  
Dans une seconde partie de cette discussion, je vais mettre en perspective les 
résultats obtenus dans l’article n°3 de cette thèse qui traite du maintien des LTm. La 
question qui reste toujours en suspend sur la survie des LTm est de savoir comment les 
LTn et les LTm peuvent partager les mêmes cytokines pour survivre? 
I. La force et la qualité du signal RCT 
Dans l'article n°2 « Epitope density controls CD8+ T cell differenciation » nous 
avons mis en évidence l'importance de déclencher un signal optimal du RCT, avec une 
avidité optimale lors de la reconnaissance de l'antigène pour favoriser la formation de la 
mémoire immunologique. Cependant, comme décrit dans l’article n°1 « Lowering RCT 
expression on naive CD8+ T cells affect T cell expansion but not memory generation » 
le nombre de molécules de RCT exprimées à la surface des LTn est important pour la 
phase d'expansion des LTe (Figure 1 de l'article n°1) ce qui suggère que la force du 
signal RCT influence la phase d’expansion. De plus, des travaux effectués en 2009 in 
vivo essayent de comprendre l'importance du signal RCT pour la génération des LTm en 
utilisant : (i) des peptides altérés affectant à la fois l'affinité et l'avidité du RCT pour son 
ligand (408) ou (ii) des LT dont la chaîne β du RCT est affectée résultant à la 
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perturbation de la signalisation RCT (345). Ces études mettent en évidence 
respectivement l'importance de l'affinité du RCT sur l'amplitude et la durée de la phase 
d'expansion (408) et la présence d’une voie de signalisation du RCT impliqué dans la 
génération des LTm (345). Dans le laboratoire, nous avons étudié l'influence de l'avidité 
du RCT sur la formation des LTm sans affecter l'affinité et la signalisation du RCT. 
Dans un premier temps, nous avons démontré dans l’article n°1 de cette thèse, que la 
quantité de RCT exprimé influence l’amplitude de la réponse des LT CD8+ sans affecter 
l’acquisition des fonctions effectrices et la génération des LTm CD8+. Dans un second 
temps, nous avons montré, dans l’article n°2 de cette thèse, qu'une différence de 2 fois 
du niveau de la quantité de complexes CMH/peptide exprimés à la surface des CPAs 
entraîne une différence de 10 fois au niveau du nombre de LTm généré et ceci sans 
affecter la phase d’expansion, le phénotype et les fonctions effectrices. Ce résultat met 
en évidence la présence d’un signal spécifique du RCT pour le développement des LTm 
qui aboutit à l’établissement d’une signature génique spécifique. L’avantage de ce 
modèle d’étude c’est que nous avons pu comparer des LTe qui ont ou pas la capacité de 
générer des LTm et donc définir des différences génétiques entre les deux populations 
des LTe. En effet, nous avons montré que les LTe qui sont capables de former un 
nombre élevé de LTm différent des LTe qui en génèrent moins par leur profil génétique. 
Ainsi, ces résultats montrent que la densité d’antigène reconnu par le RCT influence la 
force du signal RCT qui se traduit entre autres par une variation de l'expression génique 
au pic de la réponse et par le nombre de LTm généré. Dans la suite de cette discussion, 
je vais soulever des hypothèses permettant d’expliquer la corrélation entre le signal RCT 
et la réponse des LT CD8+ en tenant compte des résultats dans les articles de cette thèse 
et de la littérature. 
A. Les différents seuils du signal RCT 
Ainsi, dans l’article n°1 nous avons montré qu’une diminution de l’avidité du 
RCT affecte la phase d’expansion, mais pas l’acquisition des fonctions effectrices. Dans 
l’article n°2 nous montrons qu’une augmentation de l’avidité du RCT n’affecte ni la 
phase d’expansion ni l’acquisition des fonctions effectrices, mais favorise le 
développement des LTm. Ainsi dans un cas l’avidité du RCT est affecté suite à une 
diminution du nombre de RCT exprimé (article n°1 de cette thèse), et dans l’autre cas, 
l’avidité est affectée en diminuant le nombre d’épitope à la surface de la CPA (article 
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n°2 de cette thèse). En associant les résultats présentés dans les articles n°1 et n°2 nous 
pouvons émettre l'hypothèse qu'il existe différents seuils d'activation du RCT requis 
pour l’acquisition des fonctions effectrices, pour la phase d'expansion optimale et pour 
le développement optimal de la phase mémoire.  
Selon les articles n°1 et n°2 de cette thèse, quelque soit la quantité de RCT 
engagé ou le nombre d’épitope présenté, les fonctions effectrices des LT CD8+ sont 
optimales (Figure 22A).  
Par contre, d’après l’article n°1, pour assurer une phase d’expansion optimale, il 
est nécessaire d’un minimum de RCT engagé en même temps sinon le signal RCT n’est 
pas optimal (Figure 22B).  
D’après les résultats de l’article n°2 de cette thèse, la phase du développement 
des LTm serait dépendante de la quantité d'antigène rencontré par chaque RCT. Donc, 
nous pouvons supposer qu’un RCT peut s’engager avec plusieurs complexes 
CMH/peptide et que chaque rencontre entraîne une activation du RCT. Ainsi, la 
sommation des signaux entraîne la mise en place d’une force optimale du signal RCT 
favorisant le développement des LTm CD8+ (Figure 22 C).  
 
Figure 22: Schématisation des différents seuils du signal RCT. 
Les flèches rouges, bleues et vertes représentent respectivement le signal RCT nécessaire pour 
l’acquisition des fonctions effectrices (A), pour la mise en place d’une phase d’expansion 
optimale (B), et le signal émit par chaque RCT suite à une rencontre avec un complexe 
MHC/peptide nécessaire au développement optimal de LTm (C). En haut, le nombre de RCT et 
le nombre d’épitope sont optimaux. En bas, le nombre de RCT (B) et d’épitope (C) sont 
suboptimals. En A, le nombre de RCT et d’épitope ne sont pas des paramètres limitant pour 
l’acquisition des fonctions effectrices. En B, le nombre de RCT engagé en même temps est un 
paramètre limitant pour le développement d’une phase d’expansion optimale. En C, le nombre 
d’épitope reconnu par chaque RCT est un paramètre important pour le développement optimal 
de LTm CD8+.  
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Cette hypothèse pourrait être vérifiée en activant des LT exprimant un faible 
niveau de RCT avec DCs présentant un niveau faible de complexe CMH/peptide. Dans 
ce cas-ci, si l'hypothèse est vraie la formation des LTm devrait être affectée, et 
inversement si les LT exprimant peu de RCT sont activés avec des DCs très fortement 
chargés avec l'antigène (Figure 23). Dans les deux conditions, les fonctions effectrices 
ne seraient pas affectées (Figure 22A). 
 
Figure 23: Représentation des résultats hypothétiques attendus. 
Représentation des résultats attendus suite à un transfert adoptif de LT CD8+ exprimant un 
niveau ou faible de RCT dans une souris receveuse. Par la suite, la souris receveuse sera 
immunisée avec des DCs exprimant différents niveaux de complexes CMH/peptide antigéniques 
(élevés/ faible ou très élevé) spécifiques de la population de LT transférés. 
Cependant, dans la condition où le RCT est faiblement exprimé à la surface des 
LTn (TET 400µg/ml, article n°1 de cette thèse) et dans la situation où les LTn sont 
stimulés avec des DCs présentant peu d’épitope antigéniques (DC 3H, article n°2 de 
cette thèse), les LTe obtenus suite à une immunisation ont la capacité de générer des 
LTm en faible quantité. Ceci signifie qu’un certain pourcentage de LT stimulés dans ces 
conditions suboptimales (DC 3h ou TET 400µg/ml) a reçu un signal RCT assez suffisant 
pour pouvoir se différencier en LTm. De plus, d’après les résultats de l’article n°1 et n°2 
de cette thèse et ceux de Teixiero et coll. (345), nous pouvons suggérer que la voie de 
signalisation impliquée dans la génération des LTm est dépendante de l’avidité du RCT. 
En tenant compte de l’hypothèse des différents seuils du signal RCT, nous pouvons 
envisager un scénario pour expliquer le développement des LTm dans les conditions 
suboptimales (DC 3h et TET 400µg/ml) des articles n°1 et n°2. 
Pour la condition de l’article n°1 où l’expression du RCT est diminuée (TET 
400µg/ml) le scénario envisagé pourrait être le suivant : étant donné que la densité 
d’épitope est optimale, le faible nombre de RCT exprimé a une capacité optimale de 
rencontrer plusieurs complexes CMH/peptide. Les rencontres successives pour chacun 
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des RCT exprimés aboutiront à des activations successives du RCT donnant lieu au 
déclenchement de la voie de signalisation impliquée dans le développement des LTm 
(Figure 24). 
 
Figure 24: Scénario pour l'article n°1. 
Les flèches rouges et vertes représentent respectivement la force du signal RCT nécessaire pour 
le développement d’une phase d’expansion optimale et le signal du RCT émis par chaque RCT 
suite à la rencontre d’un complexe CMH/peptide nécessaire pour le développement des LTm. À 
gauche, représentation de la condition optimale où le nombre de RCT exprimé et le nombre 
d’épitope présenté par la CPA sont optimaux. À droite, représentation de la condition où le 
nombre de RCT exprimé est suboptimal, mais où la quantité d’épitope présenté est optimale.  
Pour la condition de l’article n°2 où la densité de l’épitope est diminuée (DC 3h), 
le scénario pourrait être le suivant : étant donné que la quantité d’expression de RCT est 
optimal et le nombre d’épitope présenté par les DCs suboptimal, le nombre de RCT qui 
ont la capacité de s’activer en même temps permet d’assurer une phase d’expansion 
optimale. De plus, la sommation de chaque signal du RCT déclenché suite à l’interaction 
avec un complexe CMH/peptide permettrait d’assurer l’activation de la voie de 
signalisation impliquée dans le développement des LTm (Figure 25).  
 
Figure 25: Scénario pour l'article n°2. 
Les flèches rouges et vertes représentent respectivement la force du signal RCT nécessaire pour 
le développement d’une phase d’expansion optimale et le signal du RCT émis par chaque RCT 
suite à la rencontre d’un complexe CMH/peptide nécessaire pour le développement des LTm. À 
gauche, représentation de la condition optimale où le nombre de RCT exprimé et le nombre 
d’épitope présenté par la CPA sont optimaux. À droite, représentation de la condition où le 
nombre de RCT exprimé est optimal et où la quantité d’épitope présenté est suboptimal.  
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Ainsi, nous pouvons dire qu’il est nécessaire d’un minimum de RCT engagé en 
même temps pour assurer une phase d’expansion optimale et d’un minimum de 
complexe CMH/peptide pour assurer l’activation optimale de la voie de signalisation 
impliquée dans le développement des LTm.  
Cependant, nous pouvons aussi envisager que dans les conditions où le RCT est 
faiblement exprimé (TET 400µg/m), le nombre de LTm formé est affecté suite à un 
défaut de recrutement de précurseurs. Cette hypothèse est expliquée dans le paragraphe 
suivant. 
B. Recrutement des précurseurs. 
Dans l’article n°1 de cette thèse, nous avons mis en évidence l'existence d'un 
seuil de stimulation du RCT afin d'assurer une phase d'expansion optimale. En effet, 
nous avons montré que l’expression de plus de 1019 RCT exprimés à la surface des LTn 
est requise pour assurer une phase d'expansion équivalant à celle observée par les LT 
exprimant un niveau normal de RCT. De plus, nous observons que la quantité de LTm 
générée est proportionnelle aux nombres de LTe obtenus (Figure 2 B et C de l'article 
n°1). Ceci signifie que la quantité de RCT exprimé n'a aucune influence sur la formation 
des LTm et qu'il n'y a pas de défaut dans la signalisation du RCT pour générer le 5 à 
10% théorique de LTm attendu.  
De manière intéressante, nos résultats se rapprochent de ceux montrés dans 
l'étude de Zehn et coll. (408). En effet, dans cette étude les auteurs ont observé une 
diminution de l'amplitude et de la durée de la phase d'expansion suite à une infection 
avec un antigène de faible affinité (408). Ce défaut d'expansion n'affecte pas la 
formation de la phase-mémoire puisque le nombre de LTm généré corrèle avec le 
nombre de LTe obtenu, ce qui rejoint les résultats obtenus dans la Figure 2B de l'article 
n°1.  
Les travaux de Zehn et coll. décrivent un problème de recrutement des LT par les 
CPAs exprimant un antigène de faible affinité (408), alors que dans notre cas, l'affinité 
et la quantité d'antigène sont optimales. Toutefois, nous pouvons suggérer dans l’étude 
de Zehn et coll., que la diminution de l’amplitude de la phase d’expansion lors d’une 
immunisation avec des antigènes de faible affinité (408) est peut-être associée à un 
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problème de recrutement du nombre de RCT au niveau de la SI entraînant une 
diminution de l’avidité du RCT et donc de la force du signal RCT.  
Dans notre étude nous pouvons envisager que l’avidité et la force du signal RCT 
sont affectées lorsque la quantité de RCT exprimé est diminuée (TET 400µg/ml-article 
n°1 de cette thèse). Ceci donnant lieu à une diminution du nombre de RCT recruté au 
niveau de la SI, ce qui expliquerait la diminution de l’amplitude de la phase 
d’expansion.  
De plus, du fait que dans la quantité de RCT exprimé par les LT suite à un 
traitement de 400µg/ml de tétracycline, varie entre 1665 et 617 RCT (moyenne de 1019 
RCT – Figure n°1 de l’article n°1) dans la condition où la phase d’expansion est 
affectée (TET 400µg/ml), nous pouvons émettre l’hypothèse qu’il y a un défaut de 
recrutement des LT qui expriment très peu de RCT à leur surface (inférieur à 1019 
RCT). En effet, nous pouvons supposer que les cellules T qui expriment au-delà de 1019 
RCT, ont la capacité de déclencher un signal RCT suffisant pour favoriser le 
développement des LTm CD8+, versus les LT qui expriment moins de 1019 RCT. Cette 
suggestion expliquerait la présence de LTm dans la condition où le nombre de RCT 
exprimé est faible (400µg/ml de TET). Pour vérifier cette hypothèse, suite à un 
traitement à la tétracycline à 400µg/ml, il faudrait trier les LT CD8+ qui expriment plus 
de 1019 RCT versus ceux qui expriment moins de 1019 RCT avant de les transferts dans 
une souris receveuse. Dans le cas où notre hypothèse est juste, le résultat attendu serait 
que seuls les LT exprimant au-delà de 1019 RCT à leur surface pourraient développer 
des LTm.  
C. La reconnaissance du complexe CMH/peptide du soi. 
Dans l’article n°1 de cette thèse, nous avons observé qu’une diminution du 
nombre de RCT exprimé affecte l’amplitude de la réponse des LT CD8+ à une 
immunisation avec des DCs. Comme suggéré dans l’hypothèse précédente, ce défaut 
dans l’amplitude de la réponse des LT CD8+ peut être associé à un problème dans le 
recrutement du RCT à la SI.  
Au niveau de la SI, il a été montré pour, des LT CD4+, que la sensibilité du RCT 
est dépendante de l’interaction du corécepteur CD4 avec un complexe CMH/peptide 
endogène. En effet, l’équipe de Davis a mis en évidence un recrutement substantiel de 
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complexe CMH/peptide endogène à l’aire de contact entre la CPA et le LT suite à de 
faibles interactions avec le RCT (591, 592). Ces faibles interactions entre le RCT et le 
complexe CMH/peptide endogène ont été montré comme pouvant initier l’activation de 
la cellule T (591). Ces données ont permis la proposition du modèle de pseudo-
dimérisation (591, 593). À partir des expériences réalisées par Li et coll. sur le rôle du 
corécepteur CD4 au niveau de la SI (594), il a été proposé que l’interaction entre le RCT 
(RCT1) et un complexe CMH/peptide agoniste crée un environnement d’activation assez 
stable pour permettre le recrutement d’un autre RCT (RCT2). Ce second RCT (RCT2) 
pourra interagir avec un complexe CMH/peptide endogène qui jouera le rôle d’un co-
agoniste dans cette situation. Ainsi, le pseudodimère formé, 
RCT1/agoniste/RCT2/endogène/CD4, entraînera une cascade de signalisation induisant 
le recrutement de Lck apporté par le corécepteur CD4 (593, 594). Le corécepteur CD4 
stabilise le complexe pseudodimère (593) (Figure 26). De plus, Stefanova et coll. a 
montré que des LT CD4+ transférés pendant 36h dans un hôte déficient pour la molécule 
CMH de classe II montrent un défaut dans la sensibilité à l’antigène suite à un contact de 
LT CD4+ transgénique avec un antigène in vitro (595). Ces données suggèrent que lors 
de la sélection positive, les thymocytes sont sélectionnés pour leur répertoire de RCT 
pour reconnaître un complexe CMH/peptide du non-soi, mais aussi pour leur capacité à 
reconnaître un complexe CMH/peptide endogène afin d’augmenter la sensibilité pour 
achever la sensibilité maximale du RCT (595).  
 
Figure 26: Représentation du modèle pseudodimère du RCT 
Représentation de la condition où la sensibilité du RCT1 est augmentée par l’intervention d’un 
RCT2 qui reconnaît un complexe CMH/peptide endogène. Ainsi le complexe RCT1/CMH/peptide 
agoniste/RCT2/CMH peptide endogène/CD4 est généré pour favoriser la signalisation du RCT1. 
Ainsi, d’après les données écrites ci-dessus et les résultats obtenus dans le papier 
n°1 de cette thèse, nous pouvons émettre l’hypothèse qu’une diminution de l’expression 
du RCT entraîne une diminution de l’interaction du RCT avec les complexes 
CMH/peptide endogènes et donc une diminution de la sensibilité du RCT. Pour vérifier 
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cette hypothèse, il faudrait transférer les LT spécifiques d’un antigène dans une souris 
déficiente pour la molécule CMH de classe I. Par la suite, la souris receveuse sera 
immunisée avec des DCs n’exprimant pas de molécules CMH de classe I, mais 
présentant de manière constitutive à leur surface le peptide antigénique spécifique des 
LT transférés. Ainsi, il nous sera possible de savoir si l’amplitude de la réponse des LT 
CD8+ est affectée comme dans la situation où les LT CD8+ expriment peu de RCT.  
II. Cinétique de la réponse des LT CD8+ 
Dans les résultats de l’article n°1 de cette thèse, nous mettons en évidence un 
défaut dans l’amplitude de la réponse des LT CD8+ exprimant peu de RCT (1019 RCT) 
suite à une immunisation avec des DCs. Je vais donc émettre des hypothèses pour 
expliquer pourquoi l’amplitude de la réponse est affectée. 
A. Déplacement du pic de la réponse 
Selon l’hypothèse sur un défaut dans le recrutement des LT exprimant un faible 
nombre de RCT, le pourcentage réel de LT ayant la capacité de répondre à 
l’immunisation est donc inférieur au nombre de LT initialement transférés. Ceci pourrait 
donner lieu à un déplacement du pic de la réponse. En effet, il a été montré que plus le 
nombre de précurseurs est faible plus le pic de la réponse CD8+ est retardé dans le temps 
(596). Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que les LT exprimant peu de RCT 
atteignent plus tardivement le pic de la réponse par rapport aux LT exprimant un niveau 
normal de RCT. Pour vérifier ceci, il faudrait réaliser une cinétique de la réponse. Nous 
pouvons spéculer qu’effectivement le pic de la réponse est déplacé dans le temps si 
seulement ceux sont les LT exprimant au déla de 1019 RCT qui répondent efficacement 
à l’immunisation.  
Par ailleurs, si les LT exprimant un faible nombre de RCT ont la capacité 
d’atteindre plus tardivement une amplitude de la réponse équivalant aux LT exprimant 
un nombre normal de RCT, ceci mettrait en évidence une mort cellulaire massive lors de 
la phase de contraction puisque le nombre de LTm obtenu est significativement inférieur 
à celui obtenu dans la condition normale (TET 0µg/ml) et Figure 27). Pour étudier 
l'importance de la mort cellulaire dans ce cas-ci, il faudrait dans un premier temps 
regarder toutes les molécules anti-apoptotiques et pro-apoptotiques par cytométrie en 
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flux enfin d'observer si une différence d'expression du RCT lors de la reconnaissance de 
l'antigène peut affecter ou favoriser l'expression de ces molécules. 
 
Figure 27: hypothèse sur la durée de la phase d'expansion 
Spéculation de la cinétique de la réponse de LT CD8+ exprimant un niveau normal de RCT 
(ligne noire) ou faible nombre de RCT (ligne bleue) suite à une immunisation avec des DC 
chargées avec l’antigène spécifique des LT CD8+. 
Dans le cas où la cinétique est identique (soit jour 4 post immunisation) il aurait 
été intéressant d'évaluer si le défaut observé dans l'amplitude de la phase d'expansion est 
un problème de prolifération. Pour vérifier ceci, les LT transgéniques exprimant 
différent niveau de RCT devraient être marqués au CFSE avant d'être transférés dans les 
souris receveuses, et ainsi il nous sera possible d'évaluer au pic de la réponse le nombre 
de division cellulaire. Si une différence dans le nombre de division cellulaire est 
observée, ceci signifie la présence d'un défaut dans la prolifération. La prolifération est 
intimement liée à l’entrée des cellules dans le cycle cellulaire, nous pouvons donc 
supposer que le défaut dans l’amplitude des LT CD8+ exprimant un faible nombre de 
RCT est relié à un problème dans l’entrée des LT CD8+ dans le cycle cellulaire. 
B. Étude du cycle cellulaire 
Si les LT ayant peu de RCT à leur surface présentent un défaut dans la division 
cellulaire, il serait intéressant d'étudier la voie mTOR qui est impliquée dans l'entrée 
(transition de la phase G0 vers la phase G1) et dans la progression (transition de la phase 
G1 vers la phase S) des LT dans le cycle cellulaire (597). En effet, l'activation de mTOR 
assure la dégradation de l'inhibiteur du cycle cellulaire p27KIP1, l'expression du récepteur 
et de la cytokine IL-2 et la production d'ATP qui est la source d'énergie nécessaire pour 
une division cellulaire optimale (597). L'activation de la protéine sérine/thréonine 
atypique mTOR est dépendante de la voie de signalisation PI3K/AKT suite à la 
stimulation du complexe RCT/CD28 lors de la transition de la phase G0 vers la phase 
G1 ou du complexe RCT/CD28 avec IL-2R/IL2 lors de la progression des LT vers la 
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phase S du cycle cellulaire (597) (Figure 28). Ainsi, nous pouvons émettre l'hypothèse 
que la voie de signalisation PI3K/AKT est suboptimale suite à la stimulation des LT 
exprimant un faible nombre de RCT à leur surface. La réponse à cette hypothèse 
pourrait être vérifiée par la technique de western blot quantifiant l'état d'activation de ces 
molécules.  
 
Figure 28: Rôle de la voie PI3K/AKT/mTOR dans la prolifération des LT 
Représentation des voies de signalisation de mTOR impliquées dans l’entrée (transition G0 vers 
G1, à gauche) et dans la progression du cycle cellulaire (transition G1 vers phase S, à droite). 
Adapté de l'article (597) 
Cependant du fait qu’il n’y ai pas de défaut dans l’expression du récepteur à l’IL-
2 (Figure n°2 de l’article n°1 de cette thèse), nous pouvons supposer que c’est la voie 
tardive de mTOR qui peut être impliquée dans le défaut des LT exprimant un fiable 
nombre de RCT. Soit, la progression dans le cycle cellulaire des LT exprimant peu de 
RCT à leur surface pourrait être affectée ce qui expliquerait à diminution de l’amplitude 
au pic de la réponse. 
Nous pouvons aussi suggérer qu'un défaut dans l'amplitude de la réponse peut 
être associé à un défaut dans les voies de signalisation impliquées dans l’activation du 
cycle cellulaire. Le cycle cellulaire est contrôlé par l'intervention de cycline et de CDK 
(cyclin dependant kinase). Ces deux molécules forment un complexe cycline-CDK dont 
l'activation est sous le contrôle d'inhibiteurs tels que p21, p27KIP1 (Figure 29). Dans la 
littérature, il a été démontré que p27KIP1 est fortement exprimé dans les LT quiescents et 
que son expression diminue lors d'une activation mitogénique (598). Ainsi, l'activation 
des LT entraîne une diminution de p27KIP1 ce qui favorise l'entrée des LT dans le cycle 
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cellulaire. Cependant, il est intéressant d'observer dans les LT CD4+ qui sont 
hétérozygotes pour le gène p27KIP1 (menant à une diminution de 2 fois de l'expression de 
la protéine p27KIP1) que leur taux de division cellulaire est intermédiaire par rapport aux 
LT normaux (598). Ceci signifie que l'activité inhibitrice de p27KIP1 est dépendante de 
son niveau d'expression dans la cellule. Si p27KIP1 est fortement exprimé, la cellule sera 
dans un état de quiescence, s’il est faiblement exprimé la cellule sera dans un état de 
forte prolifération.  
Dans notre modèle, nous pouvons supposer que le défaut dans l'amplitude de 
l’expansion des LT exprimant un faible niveau de RCT est associé à une inhibition 
partielle des inhibiteurs du cycle cellulaire. Par ailleurs dans la littérature, il a été mis en 
évidence que la voie de signalisation inhibant p27KIP1 est dépendante de l'activation de la 
kinase PKB via le complexe RCT/CD28. Ainsi, nous pourrons supposer que dans les LT 
exprimant un faible niveau de RCT, la signalisation de la voie PKB n'est pas optimale. 
Ceci pourra être vérifié à l’aide d’un western-blot. 
 
Figure 29: Schèmatisation de l'implication de la voie PI3K/PKB dans la prolifération cellulaire 
des LT 
L'inhibiteur p27KIP1 séquestre les complexes de cycline D/CDK4 et cycline E/CDK2, ce 
dernier est aussi inhibé par l'inhibiteur p21. L'activation de la voie PI3K/AKT permet 
l'inhibition de p27KIP1 et de p21 entrainant ainsi l'entrée des LT dans le cycle cellulaire. 
Cette activation permet aussi la stabilité de la cycline D via l'inhibition de GSK-3β 
(glycogen synthase kinase 3β). Fusion et modification des schémas représentés dans les 
articles (599, 600). 
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III. Le recrutement des MAPKs 
En s'appuyant sur les découvertes faites sur le développement des thymocytes, la 
différenciation des LT CD4+, des LB etc., plusieurs hypothèses peuvent être émises pour 
expliquer comment la force du signal RCT dicte le devenir d'une cellule T suite à la 
reconnaissance de l'antigène comme montré dans le papier n°2 de cette thèse. 
A. Compartimentalisation des MAPKs 
Lors du développement thymique, la qualité du signal RCT permet aux 
thymocytes de distinguer la sélection positive et négative. Plusieurs études ont montré 
que la voie de signalisation des MAPKs ainsi que le flux calcique contrôlent ces étapes 
de sélection. En effet, le modèle prépondérant est qu’une activation faible, mais 
prolongée de Erk favorise la sélection positive alors qu'une stimulation forte et brève de 
Erk favorise la sélection négative (601). À la différence, les voies P38 et JNK sont 
uniquement impliquées dans la sélection négative (601). Une étude a mis en évidence, 
l'importance de la compartimentalisation des MAPKs lors de la sélection positive et 
négative (602). En effet, à l’aide de peptides altérés, cette étude a mis en évidence 
qu'une colocalisation d'Erk, Zap70, GrB2, SOS, Ras, Raf1 et RasGRP1 au niveau de la 
membrane favorise la sélection négative, alors que la localisation d’Erk dans le cytosol 
favorise la sélection positive (602). Nous pouvons supposer que le même mécanisme de 
compartimentalisation se produit lors de la reconnaissance de l'antigène dans la cellule T 
périphérique. En effet, nous pourrions émettre l'hypothèse que les LT ayant reçu un 
signal suboptimal vont diriger les MAPKs vers le cytosol résultant à une activation 
transitoire des MAPKs alors que les LT ayant reçu un signal optimal retiennent les 
MAPKs au niveau de SI où leur activation sera maintenue. L'activation transitoire des 
MAPKs ne permettra pas une activation efficace des facteurs de transcriptions impliqués 
dans la survie et la différenciation en LTm, tandis qu'une activation maintenue des 
MAPKs assure une amplification du signal RCT se traduisant par une activation 
optimale des facteurs de survie et de différenciation. Cette hypothèse peut être mise en 
parallèle avec l'étude de Teixiero et coll. qui en affectant la signalisation du RCT par une 
mutation au niveau de sa chaîne β entraîne une séquestration du facteur de transcription 
NF-κB dans le cytosol donnant lieu à un défaut dans la génération des LTm (345). Pour 
vérifier cette hypothèse, nous pourrions stimuler in vitro des LT avec des DCs exprimant 
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un fort ou faible niveau de complexe CMH/peptide (DC O/N versus DC 3h). Par la suite, 
selon une cinétique établie les cellules seront marquées avec des anticorps spécifiques 
des MAPKs afin de visualiser leur emplacement (cytosol ou SI) dans la cellule par 
microscopie confocal. Nous pourrions aussi envisager que la localisation des MAPKs est 
inchangeable entre les deux conditions (DC O/N versus DC 3h), mais que c’est le 
recrutement d’une molécule de signalisation du RCT. 
B. Phosphorylation des MAPK et le flux calcique 
L'activation du RCT se manifeste par la phosphorylation des MAPKs et la 
concentration du flux calcique dans la cellule, ceci dans le but d'assurer la propagation 
du signal. L'activation de ces deux paramètres peut être modulée selon l'intensité du 
signal RCT et définit le devenir d'une cellule T. En effet, la sélection négative des 
thymocytes est associée à un flux calcique élevé et inversement pour la sélection 
positive (603). Par ailleurs, les travaux de Bachmann et coll. montrent une différence 
dans le flux calcium selon le peptide antigénique utilisé (antagoniste, partiel agoniste et 
agoniste) ce qui implique une corrélation entre la force du signal RCT et la 
concentration intracellulaire du calcium dans la cellule (604) ainsi nous pourrions 
suggérer que les LT stimulés avec des DCs exprimant un haut ou faible niveau de 
complexe CMH/peptide (DC O/N versus DC 3h), manifesteront une différence au niveau 
de la force du signal RCT qui va se traduire par une variation de l'intensité de 
phosphorylation des molécules impliquées (telles que Lck, LAT, Zap70, les MAPKs …), 
ainsi que du flux calcique. Grâce à notre modèle, il nous sera possible de comparer ces 
paramètres (phosphorylation MAPKs, flux calcique) entre les LTn ayant la capacité de 
former la quantité de LTm (DC O/N) et ceux ayant une capacité moindre (DC 3h). Pour 
tester cette hypothèse, nous pourrions analyser la signalisation intracellulaire ex vivo. 
Ceci serait aidé par mes travaux antérieurs où j’ai démontré que les DCs maturées 
injectées I.V. à la base de la queue mettaient au minimum 1heure pour se retrouver dans 




Figure 30:Cinétique de migration des DCs maturées injectées à la base de la queue de la souris 
vers la rate. 
1 million de DCs matures provenant d'une souris B6.SJL (CD45.1+) ont été injectées I.V. à la 
base de la queue d’une souris C57BL/6 (CD45.2+). Les rates ont été prélevées à différents temps 
post-injection, traitées à la collagénase (Sigma) et les DCs sont purifiées sur un gradient 
d'histodenz (Sigma). Les DCs ont été identifiées à l’aide d’un marquage avec des anticorps anti-
CD11c et anti-CD45.1, afin d’évaluer le nombre de Dcs récupérées. Le PBS a été utilisé comme 
contrôle négatif. (n=2). 
A l’aide de ces résultats, nous pourrions injecter les LTn spécifiques de l'antigène 
1 heure après l’injection I.V. des DCs, ceci nous permettra de contrôler et de favoriser la 
rencontre entre les deux types cellulaires dans un organe lymphoïde secondaire. Suite à 
l'injection des LTn, les souris receveuses seront euthanasiées selon une cinétique précise 
pour récupérer la rate. Suite à cela, les splénocytes seront marqués avec des anticorps 
spécifiques pour les MAPKs ou pour d’autres molécules de signalisation du RCT afin de 
visualiser leur état d’activation par cytométrie en flux.  
Nous pourrions envisager que dans la condition DC O/N, les voies de 
signalisation du RCT sont plus activées. En effet, puisque la densité de l’antigène est 
optimale, nous pourrions supposer en tenant compte de l’hypothèse émise sur les seuils 
de signalisation du RCT, que chaque RCT a la possibilité d’interagir avec de nombreux 
complexes CMH/peptide et donc s’activer plusieurs fois. Et la sommation de chaque 
signal RCT émis suite à une interaction permettrait d’augmenter la force du signal RCT 
qui se traduira par une augmentation de l’activité des MAPKs ou d’autres molécules des 
voies de signalisation du RCT.  
L'étude du flux calcique, quant à elle sera effectuée in vitro. Les LTn spécifiques 
seront préalablement marqués au Fura-2 et par la suite déposés sur des DCs chargées 
avec l’antigène spécifique des LT. La libération du Ca2+ sera visualisée par vidéo 
microscopie dès la rencontre du LTn avec la CPA. Par cette technique nous pourrons 
visualiser si la libération du calcium est (ou n'est pas) plus précoce et plus importante 
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dans les LTe activés par des DCs exprimant un haut niveau de complexe CMH/peptide 
(DC O/N).  
IV. Les facteurs de transcription 
Dans l’article n°2 de cette thèse, nous observons une différence dans l'expression 
des facteurs de transcription impliqués dans la formation des LTm tels qu’Eomes, 
Blimp-1 et Bcl-6. Dans la littérature, il est établi que le degré d'inflammation ainsi que le 
ratio des facteurs de transcription T-bet/Eomes contrôle le choix des LT de mourir par 
apoptose ou de se différencier en LTm (349, 356). Un niveau élevé d'inflammation 
favorise l’expression de T-bet qui promeut la différenciation terminale ; tandis qu'Eomes 
avantage la génération des LTm lors d'une diminution de l'inflammation (349, 356). 
Dans notre modèle, le degré d'inflammation est faible et identique dans les deux 
conditions d’immunisation puisque nous utilisons des DCs maturés in vitro et que la 
densité d’épitope exprimé à la surface des DCs n’influence pas leur capacité à sécréter 
des cytokines inflammatoires. Ainsi, tel qu’illustré dans la Figure 5 de l'article n°2, 
aucune variation de T-bet n’est observée, ceci suggère que ce facteur de transcription est 
dépendant de la présence des cytokines inflammatoires. De plus, du fait que dans nos 
deux conditions d’immunisation nous sommes capables de générer des LTe et des LTm 
avec une variation au niveau de la fréquence des LTm, et que T-bet ne varie pas, nous 
pouvons suggérer que le facteur de transcription T-bet n’est pas être un facteur clef du 
choix de différenciation entre LTe et LTm. 
Par contre, l’expression des facteurs de transcription Eomes et Bcl-6 est 
augmentée dans la condition favorisant la génération des LTm (DC O/N). Et la 
régulation de ces facteurs de transcription est très fine puisque nous observons, pour 
Eomes et Bcl-6, une augmentation respective de 2 à 1,5 fois dans les LTe obtenus qui 
privilégient la formation des LTm (DC O/N) par rapport à la condition qui ne favorise 
pas la formation des LTm (DC 3h). Ces résultats mettent en évidence à la fois le rôle 
crucial de ces facteurs de transcription dans la génération de LTm quelque soit la 
condition d'immunisation (inflammatoire ou non inflammatoire) et la sensibilité des 
modifications génétiques pour le choix de différenciation. 
L’induction de l’expression d’Eomes peut être modulée par l’activité du facteur 
de transcription Runx3. En effet, il a été montré que le facteur de transcription Runx3 est 
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requis pour l'expression d'Eomes, la perforine et IFNγ (605). Cependant, aucune étude 
n'a mis en relation l'activité de Runx3 et la force du signal RCT. Runx3 est surtout 
étudié dans la différenciation des thymocytes, il est impliqué dans l'inhibition du 
corécepteur CD4 pour favoriser le développement des thymocytes CD4-CD8+  (606).  
Par ailleurs, dans notre modèle nous observons aussi une variation de 
l’expression de Blimp-1 dans les LTe qui favorisent la génération des LTm. Or il est 
intéressant de souligner que l'activation de Blimp-1 est dépendante de l'activité du 
facteur de transcription NF-κB (607). Cette donnée nous permettrait d'envisager que 
l'expression de Blimp-1 est augmentée dans les LT ayant reçu un signal optimal lors de 
la rencontre de l'antigène (condition DC O/N de l'article n°2) via une activation 
amplifiée de la voie NF-κB.  
Par ailleurs, le facteur de transcription Blimp-1 contribue à la différenciation des 
LB en plasmocytes et dans la différenciation des LT CD4+ en Th2 (608). En effet, il a 
été démontré que Blimp-1 inhibe la transcription du facteur de transcription Bcl-6 dans 
les LB (608). De même que dans le modèle de différenciation des LT CD4+ en Th2, il a 
été prouvé que Blimp-1 réprime la transcription de T-bet et Bcl-6 (608). Cependant dans 
les LT CD8+ lors d'une situation d'inflammation, l'absence de Blimp-1 entraîne une 
diminution de l'expression de T-bet et une augmentation de l'expression de Eomes et 
Bcl-6 (357). Ceci sous-entend qu'à la différence des LT CD4+ et des LB, Blimp1 dans 
les LT CD8+ est un participant direct ou indirect de l’expression de T-bet et un inhibiteur 
direct ou indirect des facteurs de transcriptions Eomes et Bcl-6 (Figure 31).  
 
Figure 31: Les cibles de Blimp-1. 
De gauche à droite : Représentation de l’effet de Blimp-1 sur l’expression des facteurs de 
transcription Bcl-6, T-bet et Eomes dans les LB, les LT CD4+ et les LT CD8+. L’action de 
Blimp-1 favorise la différenciation des LB en plasmocytes, des LT CD4+ en Th2 et des LT CD8+ 
en SLECs.  
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Ceci laisse suggérer que le facteur de transcription Blimp-1 pourrait influencer le 
ratio T-bet/Eomes ou que son expression pourrait être régulée selon le ratio T-
bet/Eomes. Or dans notre modèle, il y a peu d'inflammation, ni de variation de 
l'expression de T-bet, nous pouvons donc émettre l'hypothèse que la fonction de Blimp-1 
dans la différenciation des LTm CD8+ est dépendante du ratio de T-bet/ Eomes, et que 
la présence de T-bet et des cytokines inflammatoires influencent l'activation de Blimp-1 
pour une différenciation terminale. Par ailleurs, il a été montré que Bcl-6 inhibe 
l’expression des facteurs de transcription T-bet et RORγT (facteur de transcription 
préférentiellement activé pour la différenciation des Th17) (17) et que les souris 
déficientes pour Bcl-6 développent une incapacité de générer des LTm CD8+ et CD4+ 
(355, 387). Donc d'après nos résultats et ceux de la littérature, on pourrait émettre les 
hypothèses que dans les LT CD8+, l'activation de T-bet est dépendante de la levée de 
l'inhibition de Bcl-6 par Blimp-1, et que l'inhibition de Blimp-1 sur Bcl-6 est sous le 
contrôle du niveau d'expression du facteur de transcription Eomes. (Figure 32) Dans les 
LT CD8+, l’inhibition de Blimp-1 sur l’expression du facteur de transcription a été 
montré à l’aide d’une souris déficiente pour Blimp-1 et infectée avec le virus d'influenza 
(357). Il faudrait donc confirmer cette inhibition dans un modèle non inflammatoire 
comme le nôtre (immunisation avec des DCs maturées). L'inhibition de T-bet par Bcl-6 
est montrée pour les LT CD4+, pour vérifier cette fonction dans les LT CD8+, la 
technique appropriée serait l'immunoprécipitation de chromatine (498) comme décrit 
dans le papier de Yu et coll. (17). Pour la seconde hypothèse qui consiste à étudier l'effet 
inhibiteur du facteur de transcription Eomes sur l'inhibition de Bcl-6 par Blimp-1, 
pourrait se réaliser par l'utilisation des expériences de transfection avec des vecteurs. En 
effet, les vecteurs permettraient une sur-expression du facteur Blimp-1 et/ou du facteur 
Eomes et celle d'un gène rapporteur placé sous le contrôle du promoteur de Bcl-6 dans 
les LT. Un plasmide contenant le promoteur albumine au lieu du promoteur Bcl-6 
pourrait être utilisé comme contrôle négatif. Ainsi, on pourrait observer une influence du 
facteur de transcription Eomes sur l'activation du promoteur de Bcl-6 dans les LT. Si 
cette hypothèse est confirmée, il faudrait étudier le mécanisme de compétition entre 
Blimp-1 et Eomes pour le promoteur de Bcl-6, est-ce dû à une expression différentielle 
dans le temps des facteurs de transcription Eomes et Blimp-1, ou est-ce dû à une 
expression différentielle dans le ratio présent dans la cellule?  
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Par ailleurs, grâce à notre modèle d’immunisation avec des DCs exprimant 
beaucoup ou peu d’épitope, il nous serait possible de comparer les gènes cibles modulés 
par ces différents facteurs de transcription à l’aide de la technique de microarray dans 
les LTe favorisant ou pas le développement des LTm (DC O/N versus DC 3h).  
 
Figure 32: Activité des facteurs de transcription dans notre modèle d’étude. 
Les flèches noires représentent les événements démontrés dans les LT CD4+ et CD8+, les flèches 
bleues et oranges correspondent respectivement aux données montrées uniquement dans les LT 
CD4+ et LT CD8+et finalement la flèche verte est ma propre spéculation. 
V. Intervention des microARNs 
La force du signal RCT a été démontrée comme pouvant être modulée par le 
niveau post-transcriptionel de microARN dans la cellule. Les microARNs sont de petits 
ARNs qui régulent l'expression des gènes par une répression translationelle et/ou une 
dégradation de l'ARNm.  
Les microARNs sont génétiquement codés dans le noyau sous la forme de long 
précurseur appelé pri-microARN. Ces précurseurs seront clivés dans le noyau en produit 
intermédiaire appelé pré-microARN puis seront exportés. Dans le cytoplasme les pré-
microARNs sont hydrolysés par des enzymes appartenant à la famille DICER afin de 
devenir dans microARNs doubles brins. Ces microARNs vont interagir avec les 
molécules de la famille Argonaute (Argo1 ou Argo2) pour former le complexe RISC 
(RNA-induced silencing complex). Au cours de la formation du RISC il y a passage d'un 
microARN double brin à un microRNA simple brin. Seul le brin spécifique de l'ARNm 
cible du microRNA est gardé (réaction thermodynamique) au sein du complexe. Si le 
microARN est associé à Argo1 son intervention se fera par une répression de la 
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traduction alors que son association avec Argos2 va engendrer une dégradation de 
l'ARNm cible (609). 
Dans la littérature, il a été démontré que le microARN miR-181a module la 
sensibilité et la force du signal RCT suite à la stimulation antigénique. En effet, il a été 
prouvé que suite à une stimulation in vitro, l'augmentation de miR-181a entraîne une 
inhibition principalement des phosphatases résultantes à une augmentation du niveau de 
phosphorylation des ERK et Lck (610). Deux équipes ont mis en évidence l'importance 
du microARN miR-155 dans la régulation de la réponse des LT et LB (590, 611). En 
effet, il a été démontré qu'une souris déficiente pour miR-155 vaccinée contre la souche 
atténuée de Salmonella typhimurinum ne réussit pas à développer une protection lors 
d'une réinfection avec la souche virulente (590). Un défaut de commutation de classe des 
Igs est aussi observé chez ces souris (590). De plus, il a été mis en évidence que 
l'expression de miR-155 biaise la différenciation des LT CD4+ vers le choix Th2, 
puisque sa cible est le facteur de transcription c-Maf qui joue un rôle important dans la 
production des cytokines IL-10, IL-4 et IL-5 (611). Récemment, il a été démontré que le 
facteur de transcription Bcl-6 régule l’expression de la famille de microARN miR-17-92 
pour favoriser la différenciation des LT CD4+ en Tfh (17). De plus, l'équipe de Majunath 
a comparé en 2009, les différences d'expression des microARNs entre les LTn, les LTe 
et les LTm (612). Ils observent la présence de 69, 51 et 54 microARN dans 
respectivement les LTn, LTe et LTm, seulement 7 sont communs pour les 3 populations 
des LT dont 6 sont dramatiquement sous exprimés dans les LTe par rapport aux LTn, 
mais dont leur expression est réaugmentée au stade LTm tout en restant inférieure à celle 
des LTn (612). Seul le microARN miR-21 a une fréquence élevée dans les LTe. MiR-21 
est associé à de nombreux cancers (613) ce qui lui vaut un rôle dans l'inhibition de 
l'apoptose (614). Nous pouvons donc d'après ces données émettre l'hypothèse que les LT 
ayant reçu un signal optimal expriment plus de microARN qui inhiberaient les gènes 
impliqués dans l'apoptose et inversement pour les LT ayant reçu un signal suboptimal. 
Pour vérifier cette hypothèse, nous pourrions comparer à l’aide d’un microarray le profil 
d’expression des microARN chez les LTe générés suite à l’immunisation avec des DC 
O/N versus DC 3h. Dans notre modèle d’étude, on pourrait supposer que les microARNs 
exprimés entre la population de LTe généré suite à une immunisation avec des DC O/N 
ou des DC 3h sont différents. De plus, on pourrait envisager que les microARNs 
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présents dans les LTe obtenus suite à une immunisation avec des DC 3h seraient 
impliqués dans l’apoptose.  
VI. Étude de l'activité de Nor-1 
Lors de nos travaux, nous avons observé une diminution de l'expression du 
récepteur Nor-1 dans les LTe obtenus suite à une immunisation avec des DCs exprimant 
un haut niveau de complexe CMH/peptide (DC O/N, Figure 6). Nor-1 appartient à la 
famille des  orphean neural réceptor comme Nur77 et Nur1. Les membres de la famille 
Nur77 et Nor-1 jouent un rôle dans la sélection négative des thymocytes, leur présence 
permet l'élimination par apoptose des thymocytes autoréactifs (323). Leur mode d'action 
consiste à modifier la conformation de la molécule anti-apoptotique Bcl-2 pour que cette 
dernière devienne pro-apoptotique. En effet, Nur77 et Nor-1 ont la capacité de se fixer 
entre le domaine BH3 et BH4 de Bcl-2 ce qui entraîne une modification de son activité 
(332). Ainsi, l'inhibition de Bcl-2 sur Bax et Bak sera levée, et donc la libération du 
cytochrome c sera activée menant à l'apoptose cellulaire. 
L'activité de Nur77 et Nor-1 est identique et complémentaire, ainsi il aurait été 
intéressant de vérifier la présence du récepteur Nur77 dans les LTe exprimant Nor-1 
(DC 3h). Ces deux récepteurs peuvent intervenir par deux mécanismes distincts soit via 
le noyau ou via la mitochondrie (323). En effet, en plus de leur capacité à modifier la 
fonction de Bcl-2 au niveau de la mitochondrie, il a récemment été démontré que Nor-1 
a la capacité d'augmenter la transcription du gène codant pour la protéine UCP1 
(uncoupling protein) de manière dépendante de l'activité de cAMP (615). Les protéines 
UCP sont des participants de l'activité mitochondriale. Par ailleurs, il a été montré que 
Nur77 peut augmenter la transcription de plusieurs gènes impliqués dans l'apoptose, 
incluant FasL et TRAIL, et les gènes NDG1 et NGD2 (Nur77 downstream gene 1 or 2) 
(616). Les molécules NGD1 et 2 assurent l'apoptose via l'activation des caspases 3 et 8 
et de manière indépendante de Bcl-2.  
A. Nor1 au niveau de la mitochondrie 
Le promoteur codant pour la protéine UCP1 possède la séquence NBRE qui 
favorise l’interaction de Nor-1 (615). Les protéines UCP sont présentes au niveau de la 
membrane interne de la mitochondrie et sont impliquées dans la dissipation du gradient 
de protons (H+) nécessaire à la chaîne respiratoire mitochondriale (617). Les protéines 
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UCP sont au nombre de 5 (UCP1 à UCP5), UCP1 est principalement exprimée dans les 
tissus adipeux bruns, mais a aussi été identifiée dans les thymocytes (618-620). Ainsi, 
nous pouvons émettre l'hypothèse que la transcription du gène codant pour la protéine 
UCP via Nor-1 peut être aussi un intervenant de l'augmentation de l'apoptose dans les 
LTe obtenu suite à une immunisation avec des DCs faiblement chargées avec le peptide 
antigénique (DC 3h). En effet, l'activation de la chaîne respiratoire mitochondriale 
entraîne une exportation des H+ de la matrice mitochondriale. Cette exportation entraîne 
à une augmentation de superoxide (O2-) dans la matrice mitochondriale due à la 
réduction des molécules d'oxygène par les complexes I et III de la chaîne respiratoire 
(Figure 33). Les superoxides vont activer la protéine UCP qui va permettre l'entrée des 
H+ dans la membrane causant une diminution du potentiel membranaire de la 
mitochondrie et de l'activité de la pompe ATPase (Figure 33) (621). Ces altérations vont 
entraîner l'accumulation des superoxides dans la matrice mitochondriale. Ces 
superoxides vont, en plus de participer à l'activation de la protéine UCP, réagir avec 
l'oxyde nitrite (NO) présent dans la cellule pour former le peroxyde nitrite (ONOO-) 
ou/et être transformer en peroxyde d'hydrogène (H2O2) par l'enzyme SOD (superoxide 
dismutase) (621, 622). La réaction entre le NO et O2.- est trois fois plus rapide que la 
réaction entre le O2.- et SOD (622). Ces deux composés seront à l'origine de dommages 
oxydatifs entrainant l'apoptose cellulaire. En effet, il a été montré que les ONOO- 
entraînent un défaut au niveau de la phosphorylation des tyrosines des molécules de 
signalisation du RCT donnant lieu à une mort cellulaire (Figure 33) (622). 
  
Figure 33: Représentation de l'activité de la protéine UCP dans le déclenchement de l'apoptose. 
(a) Lors de l’exportation des H+ à travers la membrane interne mitochondirale, le potentiel 
(ΔµH+) de la mitochondrie augmente, (b)donnant lieu à une augmentation des superoxydes (O2.-
) dans la matrice mitochondriale et des électrons libres (e-) dans les complexes I et III de la 
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chaîne respiratoire. Les superoxides (O2.-) peuvent soit (c) activer la protéine UCP ce qui 
entraîne (d) une diminution du potentiel mitochondrial et de l’activité de la pompe ATPase, soit 
réagir (e) avec l'oxyde nitrite (NO) présent dans la cellule pour former le peroxyde nitrite 
(ONOO-) ou/et (f) être transformé en peroxyde d'hydrogène (H2O2) par l'enzyme SOD 
(superoxide dismutase). La présence d’ONOO- et de H2O2 entraîneront la mort cellulaire par 
apoptose. Modification de la  figure provenant de l’article (621) 
De plus, il est montré dans les macrophages que la protéine UCP2 inhibe la 
production des ROS dans la cellule (623, 624). Du fait du maintien de l'activité des 
protéines UCP2 et 3 dans les différents types cellulaires, on pourrait émettre l'hypothèse 
que la/les protéine(s) UCP (UCP1 et/ou 2 et/ou 3) dans les LT inhibe(nt) la production 
des moélcules ROS intracellulaires dans les LTe CD8+ stimulés avec des DCs exprimant 
peu de complexes CMH/peptide (DC 3h). Des travaux en 2007 ont mis en évidence que 
la diminution des ROS dans le LT se traduit par une inhibition de l'activation des LT 
puisque les ROS sont impliqués dans la formation de la SI (625). Toutes ces données 
expliqueraient le résultat obtenu avec les LT stimulés par des DCs exprimant un niveau 
faible de complexe CMH/peptide (DC 3h). En effet, si la présence de Nor-1 favorise la 
transcription des gènes codant pour les protéines UCP, la mort cellulaire est largement 
favorisée par une conversion de la fonctionnalité de Bcl-2 en molécule pro-apoptotique, 
par une augmentation de ONOO- et H2O2 dans la mitochondrie ce qui active l'apoptose 
et aussi par la diminution des ROS qui inhibent l'activité des LT en agissant au niveau de 
la SI (illustration Figure 34) 
 
Figure 34: Représentation de l'hypothèse sur l'intervention de Nor-1 au niveau de la 
mitochondrie via Bcl-2 et UCP 
a/ Nor-1 a la capacité de favoriser l’expression de la protéine UCP qui au niveau de la 
mitochondrie va activer l’apoptose ou/et la production de ROS qui eux inhiberont la formation 
de la SI. b/ Nor-1 et Nur77 peuvent interagir avec Bcl-2, ce qui va entraîner le changement de 
conformation et d’activité de Bcl-2 devenant une molécule pro-apoptotique. 
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B. Nor-1 au niveau du noyau 
Tel qu'expliqué ci-dessus, l'activation du promoteur codant pour la protéine 
UCP1 est dépendante de l'activité de cAMP (615). Or l'activité cAMP est elle-même 
dépendante des protéines G présentent dans la SI (Figure 35). Les protéines G stimulent 
l'adenylcyclase qui permet la production du second messager cAMP (Figure 35). Ce 
messager est impliqué dans de nombreux processus comme l'activation de la PKA, des 
canaux ioniques. De plus, l’inactivation de l’AMPc nécessite l'intervention des 
phosphodiesterase (626). La protéine kinase A est impliquée dans l'activation du facteur 
de transcription CREB (cAMP response element-binding protein) et de la protéine Csk 
(c-src tyrosin kinase). Le facteur de transcription CREB est impliqué dans l'apoptose et 
le stress oxydatif, et interviens dans la transcription des gènes nucléaires et 
mitochondriaux (627). De plus, il a été montré que de la forme active de CREB (forme 
phosphorylée) permet la transcription des gènes codant pour Nur77, Nor-1 et Nurr1 
(628). De manière intéressante pour notre étude, il a été mis en évidence que l'absence 
de CREB favorise l'expression d'Eomes et de CD122 dans les LT CD8+ (629). Par 
ailleurs, la PKA active la kinase Csk qui elle-même joue un rôle dans l'inhibition du 
signal proximal du RCT. La kinase Csk activée (forme phosphorylée) par PKA se fixe 
au complexe Cbp/PAG (Csk-binding protein/ phosphoprotein associated with 
glycosphingolipid-enriched microdomain 1) pour augmenter son activité inhibitrice. En 
effet, l'activation de Csk entraîne une diminution de l'activité de Lck et de la 
phosphorylation de CD3ζ résultant donc à une inhibition du signal RCT (626) (Figure 
35). Le regroupement de tous ces résultats nous permet d'émettre l'hypothèse que 
l'augmentation de la transcription de Nor1 dans le groupe DC 3h est associée à une 
meilleure activation de la kinase PKA qui assure la fois l'inhibition de l'activation du 









Figure 35: Représentation de l'activité inhibitrice de cAMP sur la signalisation du RCT et de 
l'influence de CREB sur l'activité des facteurs de transcription. 
Le messager cAMPc active la PKA qui a son tour active le complexe Csk/Cbp/PAK et le facteur 
de transcription CREB. Le complexe Csk/Cbp/PAK inhibe l’activation du signal RCT. Le facteur 
de transcription CREB agit sur l’expression de Nor-1/Nur77, CD122 et Eomes. Modification de 
la figure provenant de l'article (626). 
VII. Étude de la voie mTOR 
Dans notre étude, les LT activés suite à une immunisation avec des DCs 
exprimant un niveau élevé de complexe CMH/peptide (DC O/N) ont une capacité de 
survivre supérieure celle des LT activés avec des DCs faiblement chargés en antigène 
(DC 3h). Or, cet avantage de survie pourrait finalement être dû à une capacité d'un 
maintien de prolifération d'un groupe de cellule (les précurseurs des LTm) versus les 
autres cellules qui meurent par apoptose. Pour vérifier ceci, les souris transférées avec 
des LT CD8+ spécifiques d’un antigène et immunisées avec des DCs exprimant 
beaucoup ou peu de complexes CMH/peptide (DC O/N versus DC 3h) devraient être 
traitées au BrdU durant la phase de contraction de la réponse des LT (J5 à J13 – Figure 
2 de l'article n°2). Ainsi, si le marquage BrdU est détectable dans la condition 
d'immunisation avec des DCs exprimant beaucoup d'antigène ceci signifie que 
l'augmentation du nombre de LTm est due à maintien de la capacité de prolifération des 
précurseurs des LTm.  
De manière intéressante, il a été mis en évidence que l'inhibition de la voie 
mTOR par un traitement à la rapamycine favorise la formation des LTm (630). En effet, 
il a été démontré que le ratio T-bet/Eomes est dépendant de l'activation de la voie 
mTOR, son inhibition favorise l'expression du facteur de transcription Eomes (631). De 
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plus, dans l’article n°2 de cette thèse, nous avons observé que l’augmentation de la 
génération des LTm corrèle avec une meilleure expression d’Eomes. Ces données 
suggèrent que l’augmentation de l’expression d’Eomes favorise le développement des 
LTm.  
Tel que dit dans la discussion de l'article n°1, la protéine mTOR est activée suite 
à la stimulation du RCT via la voie de signalisation PI3K/AKT et est impliquée dans la 
prolifération (597). Cependant, la voie mTOR est composée de deux complexes : 
mTORC1 et la sous unité mTORC2. Le complexe mTORC1 régule la croissance 
cellulaire, la prolifération, la traduction des ARNm. Tandis que mTORC2 régule le 
cytosquelette d'actine via la GTPase Ras et l'apoptose (597). Araki et coll. ont démontré 
que l'inhibition du complexe mTORC1 favorise la différenciation des LTm et que le 
complexe mTORC2 n'a pas effet sur les choix de différenciation (630). Ainsi, on 
pourrait émettre l'hypothèse que les LTe obtenus suite à une immunisation avec des DCs 
exprimant un niveau élevé de complexe CMH/peptide (DC O/N) inhibent la voie 
mTORC1 pour favoriser leur survie. Pour vérifier cette hypothèse, la technique de 
microarray ou de PCR quantitative permettrait d’analyser les gènes cibles de mTORC1 
(mTOR, raptor) et de mTORC2 (fkbp12) dans les LTe obtenus suite à une immunisation 
avec des DCs exprimant beaucoup ou peu de complexes CMH/peptide (DC O/N versus 
DC 3h). Nous pouvons spéculer que le complexe mTORC1 dans les LTe obtenu suite à 
une immunisation avec des DC exprimant un haut niveau d’épitope (DC O/N) sera 
inhibé et inversement pour les LTe obtenus suite avec une immunisation avec des DC 
chargées 3h avec l’antigène. 
VIII. Modèle final 
Le modèle proposé dans la Figure 36 réunit toutes les hypothèses émises dans 
cette discussion soit:  
Pour une condition où le signal RCT est optimal pour la formation des LTm (condition 
DC O/N – Figure 36): 
- MAPKs situées au niveau de la SI 
- Activation soutenue des MAPKs 
- Activation soutenue de la voie NF-κB qui favorise l'activation de Blimp-1 
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- Inhibition de la voie de signalisation de Nor-1, de mTORC1, et des microARN 
impliqués dans l'apoptose 
- Eomes inhibe l'inhibition de Blimp-1 sur Bcl-6 
- Activation de Runx3 qui favorise la transcription du gène codant pour Eomes 
Pour la condition où le signal RCT est suboptimal pour la formation des LTm 
(condition DC 3h – Figure 36) 
- MAPKs situées dans le cytosol 
- Activation transitoire des MAPKs 
- Augmentation de l'activité de PKA via cAMP 
- Augmentation de l'activation de la voie de signalisation de Nor-1 entrainant une 
surexpression de la protéine UCP et des molécules pro-apoptotiques (Bcl-2-BH3, FasL, 
TRAIL, NGD1/2). 
- Dérégulation de la chaîne respiratoire mitochondriale via la présence de la 
protéine UCP 
- Augmentation de l'activité du facteur de transcription CREB qui inhibe la 
transcription d'Eomes et CD122. 
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Figure 36: Représentation des voies de signalisation des LT CD8+ activés selon notre modèle 
d’étude. 
En haut, représentation des voies de signalisation de LT activé par des DC exprimant beaucoup 
de complexes CMH/peptide (DC O/N). En bas, représentation des voies de signalisation de LT 
activé par des DC exprimant peu de complexes CMH/peptide (DC 3h). Les flèches noires 
représentent les événements démontrés à la fois dans les LT CD4+ et les LT CD8+, les flèches 
bleues et oranges correspondent respectivement aux données montrées uniquement dans les LT 
CD4+ et LT CD8+, en beige sont des résultats provenant de data établit à partir d'autre type 
cellulaire (tels que macrophage, tissu adipeux brun), les flèches violettes sont représentatives 
des résultats provenant études sur les thymocytes et finalement la flèche verte est ma propre 
spéculation. Les flèches grasses représentent les voies de signalisation avantagées, sur les 
autres voies qui elles sont représentées en pointiées selon la condition (DC O/N versus DC 3h). 
IX. Le maintien des LT mémoires 
L’article n°3 de cette thèse avait pour but d'étudier l'importance de l'expression 
du RCT sur la survie des LTm CD4+ et CD8+. Nous démontrons dans cet article qu'il 
n'existe pas de signal constitutif du RCT impliqué dans la survie des LTm CD4+ et CD8+ 
spécifiques d’un antigène. Ceci sous-entend que la survie de ces cellules est entièrement 
dépendante de la présence des cytokines γc comme décrit dans la littérature. Dans notre 
étude, par contre nous mettons en valeur, comme dans les travaux de Purton et coll 
(564), qu'il existe deux groupes de LTm CD4+, l'un dépendant de présence du RCT et 
l'autre indépendant. Ces données suggèrent que les LTm CD4+ qui sont dépendants de 
l'expression du RCT représentent les LTm CD4+ naturels qui répondent aux antigènes 
commensaux. Pour vérifier cette suggestion, il faudrait réaliser la même expérience, 
mais avec des animaux exemptés de germes.  
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L'homéostasie des LT ne se limite pas qu'aux LTm. En effet, chez les vertébrés 
adultes, le nombre de LT périphériques est soumis à un contrôle strict. Bien qu'un grand 
nombre de LT soient produits chaque jour, le nombre de cellules T en périphérie reste 
constant. Chaque nouveau lymphocyte T produit ne s'établira en périphérie qu'après la 
mort cellulaire d'un lymphocyte déjà établi. Dans cette optique, la sélection du répertoire 
des cellules T périphériques n'est pas uniquement dépendante des interactions entre une 
cellule et son antigène, mais elle est également dépendante d'interactions entre 
différentes sous-populations cellulaires (340). Dans le but de comprendre comment 
l'homéostasie des LT périphériques est atteinte et comment l'équilibre de l'homéostasie 
se définit, il est nécessaire de délimiter les facteurs intervenant dans ce processus et leurs 
communications entre eux au sein du processus. L'homéostasie est caractéristique d'un 
système donné dans laquelle elle peut intervenir à des niveaux différents. En effet, la 
taille de la population des LT périphériques est déterminée par (i) le taux de LT sortant 
du thymus et (ii) la régulation de la survie et (iii) la prolifération périphérique (632). Ce 
processus d'homéostasie est essentiel pour un fonctionnement efficace du système 
immunitaire. En effet, chez un individu immunodéficient sa quantité de LT périphérique 
est dépendante de l'homéostasie, mais le pourcentage de LT générés est trop faible pour 
assurer un niveau de compétence immunitaire. De la même façon, l'immunocompétence 
ne dépend pas seulement de la composition quantitative des réservoirs de cellules T 
périphériques, elle est aussi dépendante de la présence de différentes classes et sous-
populations de cellules T. Ainsi, l'homéostasie se définit de manière quantitative et 
qualitative.  
Une caractéristique de l'homéostasie des LT périphériques est sa dépendance des 
LT matures qui migrent du thymus vers la périphérie. Or avec l'âge, le thymus 
s'atrophie, ainsi le nombre de LT sortant du thymus se réduit au cours du temps, ce qui 
entraîne une perte de LTn et donc une diminution du répertoire RCT résultat à un 
affaiblissement du système immunitaire face à de nouveau pathogènes (633-636). Ainsi 
chez un jeune individu les LTn sont prédominants alors qu’un vieil individu ceux sont 
les LTm qui dominent. La sortie des LT matures du thymus est régulée par la chémokine 
S1P1. De plus, il a récemment été démontré qu'un défaut dans l’internalisation du RCT 
entraîne une diminution de nombre de LT sortant du thymus et une augmentation du 
ratio LTm/LTn (637). Pour démontrer ceci, l'équipe de Boding et coll. a muté la portion 
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dileucine du corécepteur CD3γ (637). Cette portion est impliquée dans la diminution de 
l'expression du RCT à la surface des LT par internalisation, ainsi sa mutation entraîne un 
maintien de la signalisation du RCT.  
En périphérie, le maintien des LTn nécessite une interaction du RCT avec le 
CMH et des cytokines γc (IL-7 et IL-15) avec leurs récepteurs respectifs. Par contre, les 
LTm antigènes spécifiques ne nécessitent pas l'interaction entre le RCT avec le CMH, 
mais suscitent la présence des cytokines γc. La question qui reste en suspend est de 
comprendre comment les LTn et LTm se maintient dans des niches différentes alors 
qu'ils utilisent les mêmes facteurs de survie : IL-7 et IL-15. Nous pouvons émettre 
l'hypothèse que le partage des cytokines pour la survie des LT en périphérie est dépend 
de leur sensibilité aux cytokines et de leur niche qui favorise certaines interactions 
cellulaires.  
A. Sensibilité des cytokines 
Il a été montre que les LTm CD8+ expriment un niveau de la chaîne CD122 du 
récepteur à l’IL-15 supérieure aux autres LT, ceci explique pourquoi l’IL-15 est 
importante dans la survie homéostatique des LTm CD8+ (411, 412, 550, 551, 558). Il en 
va de même pour le récepteur à l’IL-7 qui est plus exprimé à la surface des LTn, ceci 
signifie que les LTn sont plus sensibles à la cytokine que les LTm. De même que si les 
LTm CD8+ expriment le récepteur à IL-7 à leur surface, leur sensibilité à cette cytokine 
est inférieure à celle pour l'IL-15 et à celle que les LTm CD4+ ont pour l'IL-7. En effet, 
les LTm CD8+ sont dépendantes de la cytokine IL-15 quand le cytokine IL-7 est 
présente en faible quantité, si la concentration de l’IL-7 est au-dessus du niveau 
physiologique, l’IL-15 n’est pas requis (506). De plus, il est montré que dans un hôte 
lymphopénique IL-15 déficient ou IL-7 déficient, les LTm CD8+ ont la capacité de 
réaliser une prolifération lymphopénique qui n’est pas observable dans un hôte déficient 
à la fois pour l’IL-7 et pour l’IL-15 (558). Ainsi les LTm CD4+ et CD8+ différent pour 
leur sensibilité aux cytokines. Cependant, les LTm CD4+ et LTn sont toujours en 
compétition pour la cytokine IL-7. Or il a été montré que la cytokine IL-7 favorise 
l’expression de la molécule costimulatrice OX-40 (581). Donc nous pouvons supposer 
que l’interaction d’OX-40 avec son ligand déclenche une voie de signalisation 
spécifique aux LTm CD4+. De même, que les LTn ont besoin de l’interaction avec le 
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complexe CMH/peptide endogène pour survivre (485, 486). Donc on peut supposer que 
les LTn et les LTm CD4+ différent par les voies de signalisation qui sont différentes 
suite à l’interaction respective d’IL-7/IL-7R/RCT/CMH/peptide endogène et IL-7/IL-
7R/OX-40/OX-40L (485, 486, 581) (Figure 37). De plus, les LTm CD8+ nécessitent 
l’expression de 4-1BB pour survivre, et l’expression de cette molécule de costimulation 
est dépendante de la cytokine IL-15 (561). Par ailleurs, il a récemment été montré que la 
cytokine IL-7 régule l'habilité aux LT d'interagir avec les DCs et donc d'influencer 
l'activation des LT mais aussi leur homéostasie (638). Ces travaux mettent en évidence 
que la compétition pour les cytokines entre les LTs peut varier selon les autres signaux 
environnementaux qui les entourent telle que les interactions intercellulaires, la 
concentration des cytokines. (638) (Figure 37). 
 
Figure 37: les différents signaux de survie des LTn et LTm. 
De gauche à droite, mise en évidence des signaux agissant simultanément chez les LTn, les LTm 
CD4+ et les LTm CD8+ pour leur survie. 
De plus, l'absence de compétition entre les LTn et LTm peut venir de 
l'hétérogénéité des "niches" et de la régulation de manière indépendante de la taille de 
chaque compartiment cellulaire (639).  
B. Les niches des LT. 
L'utilisation de différentes combinaisons de récepteurs aux chemokines et de 
molécules d’adhésion permet aux LT de se diriger vers de niches différentes où les 
facteurs nécessaires à leur survie sont présents. 
1. Les marqueurs migratoires 
La moelle osseuse est considérée comme la niche homéostatique préférentielle 
des LTm par rapport au LTn (569). En effet, les LTm expriment des molécules 
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d'adhésion qui les distingue des LTn leurs permettant une entrée préférentielle dans la 
moelle osseuse telles que l’intégrine α4 β1 et l’intégrine αMβ2 (569). Il a été montré que 
les cellules de la moelle osseuse expriment une chémokine SDF-1α (stromal cell derived 
factor 1α) pour attirer les LTm et les LTn aussi bien CD4+ que CD8+ (579). Le récepteur 
de cette chémokine, CXCR4, est présent à la surface des LTm et des LTn mais il a été 
démontré par une expérience in vitro de migration transendothéliale que le pourcentage 
de cellules qui répondent à l'attraction de SDF1 est supérieur chez les LTm que les LTn 
(579). La moelle osseuse est considérée comme une ressource importante pour les 
cytokines Il-7 et IL-15 qui sont essentielles pour la survie des LTm CD4+ et CD8+.   
Les LTn eux, migrent entre le sang et les organes lymphoïdes secondaires tels 
que les ganglions et la rate. L'entrée des LTn dans les organes lymphoïdes secondaires 
est essentielle pour leur survie, puisque les cellules FRC des ganglions sécrètent une 
grande quantité la cytokine IL-7. L'entrée des LTn dans les ganglions est réalisable par 
l'expression des molécules de homing CD62L et CCR7. Les chemokines CCL21 et 
CCL19 reconnus par le récepteur CCR7, régulent la mobilité et la migration des LTn, 
par ailleurs ces chémokines ont été montrées comme étant impliquées dans la sécrétion 
de l'IL-7 au niveau des ganglions afin d'attirer spécifiquement les LTn au niveau de FRC 
(510). Dernièrement il a été mis en évidence qu'un défaut d'entrée des LTn dans les 
ganglions due à l'absence de l'expression de CD62L et CCR7 entraîne une diminution de 
leur survie en périphérie (511). Ces données mettent en évidence l'importance de circuler 
dans sa niche homéostatique d'intérêt afin d'y recevoir les signaux de survie.  
2. Chacun sa niche homéostatique 
D'autres cellules peuvent rentrer en compétition avec les cytokines de survie des 
LTs, mais leurs niches homéostatiques permettent d'éviter cette compétition. 
En effet, les LTm CD4+ et les LTm CD8+ comme décrit ci-dessus différent par 
leurs sensibilités aux cytokines IL-7 et IL-15 mais aussi par l’expression des molécules 
de costimulation OX-40 et 4-1BB. L’expression de ces molécules entraîne une 
interaction différentielle entre les cellules environnantes. En effet, il a été montré que les 
LTm CD4+ exprimant OX-40 vont interagir avec des cellules accessoires CD3-
CD11c+CD4+. Ces cellules expriment de manière constitutive OX-40L et CD30L. La 
présence de ces cellules accessoires est préférentiellement dans la rate 
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En effet, IL-7 n'est pas nécessaire juste pour les LTαβ, il est aussi important pour 
les LTγδ. Néanmoins, il est montré que dans une souris RCTα-/- les LTγδ n'envahissent 
pas les organes lymphoïdes malgré la présence en excès de l'IL-7 et IL-15. Ceci peut être 
dû aux niches homéostatiques préférentiellement utilisées par les LTγδ qui sont 
différentes de celles des LTαβ. Ces niches homéostatiques pourraient contenir des 
ressources spécifiques d'autres que l'IL-7 et IL-15 ou permettre des interactions 
primordiales pour la survie des LTγδ. La diversification des niches homéostatiques de la 
population LTγδ est liée à son hétérogénéité due à une variabilité d'expression de la 
chaine Vγ. En effet, les LTγδ exprimant les chaines Vγ1+ et Vγ2+ sont prédominantes 
dans les organes lymphoïdes secondaires, les LTγδ Vγ3+ se situent au niveau de la peau, 
les Vγ4+ dans la muqueuse et la langue et les Vγ5+ sont présents dans les intestins. Cette 
diversité de niches homéostatiques suggère que certaines interactions spécifiques, autres 
qu'IL-7/IL-7R, entretiennent la survie et la prolifération des LTγδ et surtout diminue la 
compétition pour la cytokine IL-7 avec les LTαβ.  
Pour les NKT, IL-7 est moins important que l'IL-15, et les interactions CMH non 
conventionnelles via CD1d ne sont pas requises. Les NKT sont principalement présents 
dans le foie, la moelle osseuse, le thymus, et moins abondants dans le sang, la rate, les 
poumons et les ganglions (640). Les cellules NKT expriment des récepteurs de 
chemokines différents de ceux présents à la surface des LTm CD8+ telle que CXCR6 et 
CCR4, leur permettant ainsi d'avoir une localisation distincte aux LTm CD8+ et donc de 
ne pas être en compétition avec les LTm CD8+ pour l'IL-15 (640, 641).  
Cette discussion essaye de mettre en évidence qu'une alliance est établie dans le 
système immunitaire de manière à ce que chaque cellule lui appartenant puisse survivre 
sans être en compétition avec les autres cellules du système immunitaire. Nous pouvons 
même supposer qu'il existe une cinétique d'expression de récepteur de chemokines entre 
les LT CD4+ et CD8+ pour éviter une entrée simultanée dans leurs niches 
homéostatiques 
 
   
 
 CONCLUSION 
Dans cette thèse intitulée « Étude de l’implication du signal transmis par le 
récepteur des cellules T dans le développement et la survie des lymphocytes T 
mémoires », nous avons activement participé à l’avancement de la connaissance sur le 
développement des LTm. En effet, grâce à nos modèles d’études nous sommes les 
premiers à mettre en évidence in vivo : 
(i) L’importance du nombre de RCT engagé dans l’amplitude de la réponse des 
LT CD8+ mais pas dans la génération des LTe et LTm ni dans l’acquisition des fonctions 
effectrices.  
(ii) L’importance de l’avidité du signal RCT dans la génération des LTm mais 
pas dans l’expansion et ni dans l’acquisition des fonctions effectrices des LTe. De plus, 
nous mettons en évidence une corrélation entre l’avidité du signal du RCT et de la 
signature génique des LTe. Ceci sous-entend qu’un concept de programmation des LT 
par le signal RCT dans le choix de différenciation semble exister. De plus, ces travaux 
mettent en évidence l’implication d’une nouvelle molécule dans la génération des LTm : 
Nor-1. La compréhension de la voie de signalisation faisant intervenir Nor-1 permettrait 
de comprendre les signaux transmis par le RCT nécessaire pour le développement des 
LTm 
(iii) L’absence de l’expression du RCT et donc de la signalisation du RCT dans 
la survie des LTm spécifiques d’un antigène. 
Le principe de bien comprendre comment les LTm sont générés et comment les 
LTm survivent dans l’organisme est important puisque les LTm sont des cellules 
primordiales dans la protection à long terme de l’organisme et sont les cellules générées 
suite à une vaccination. La meilleure compréhension sur la génération et la survie des 
LTm permettra de développer des vaccins de meilleure qualité, et efficaces contre les 
maladies chroniques. 
L’étude présentée dans l’article n°2 met en évidence que le nombre d’épitope 
peut rendre plus efficace une vaccination. L’utilisation des DCs pour la vaccination 
serait un beau moyen d’immunisation puisque les DCs offrent l’avantage de pouvoir 
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activer à la fois les CTL et LT « helper » et ont la capacité de migrer à travers les tissus 
périphériques à la recherche d’un antigène pour ensuite se diriger vers les organes 
lymphoïdes secondaires où elles présentent l’antigène aux LTn. Cependant, l’obtention 
de DC est très difficile, car ces cellules sont rares et dispersées à travers tout 
l’organisme. Donc le concept de quantité d’épitope est important pour la vaccination, 
mais reste à trouver le meilleur moyen pour pouvoir vacciner les individus de manière 
efficace. 
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